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  Abstract 
I 
Abstract 
KMT2A rearrangements play a crucial role in leukemogenesis. They are associated with a 
poor prognosis and new treatment strategies are urgently needed. In the work for this thesis, 
the CRISPR/Cas9 system was used to generate an innovative leukemia model based on 
100% pure KMT2A-rearranged (KMT2Ar) cells derived from umbilical cord blood with indefi-
nite growth in cell culture systems. This model shared phenotypical, morphological and mo-
lecular features of patient leukemic cells faithfully mimicking the nature of the disease. Thus, 
it serves as ideal fundamental basis for pharmacological studies. The catalytic activity of dis-
ruptor of telomeric silencing 1-like histone methyltransferase (DOT1L) is critical for the trans-
forming potential of KMT2A oncogenes and inhibition of DOT1L represents one specific ther-
apeutic approach for KMT2Ar leukemias currently tested in clinical trials. However, the previ-
ous success was limited by restricted response. Recently, it has been shown that the inhibi-
tion of protein arginine methyltransferase 5 (PRMT5) exhibits anti-tumoral activity against 
human cell lines in vitro and in KMT2A mouse models. Here, DOT1L and PRMT5 inhibitors 
were used alone or in combination in the human CRISPR/Cas9-KMT2Ar leukemia model 
demonstrating a dose-dependent reduced proliferation, impairment of cell cycle, increasing 
differentiation, apoptosis, downregulation of known KMT2Ar target genes and sensitization to 
chemotherapy. Strikingly, the combination of both compounds led to synergistic anti-tumor 
effects. 
As described above, methyltransferases and epigenetic dysregulation play a pivotal role in 
KMT2A pathogenesis and the mechanistic understanding paves the avenue for the devel-
opment of new targeted therapies. S-adenosylmethionine (SAM) is the universal methyl do-
nor in human cells and is synthesized by methionine adenosyltransferase 2A (MAT2A). Here, 
the human CRISPR/Cas9-KMT2Ar leukemia model was used to evaluate the role of MAT2A 
in KMT2A leukemogenesis and as therapeutic target. MAT2A was found to be significantly 
overexpressed compared to healthy controls amenable to investigate the impact of MAT2A 
on leukemogenesis upon inhibition with the recently developed inhibitor PF-9366. By using 
non-KMT2Ar and KMT2Ar cell lines and the CRISPR/Cas9-KMT2Ar leukemia model, a dose-
dependent reduced proliferation and viability, increased differentiation and apoptosis, im-
pairment of cell cycle and downregulation of KMT2Ar target genes were detected. Interest-
ingly, KMT2Ar cell lines showed an increased response compared to non-KMT2Ar cells con-
firming its specificity towards KMT2Ar leukemias. Regarding clinical translation, the combina-
tional treatment of PF-9366 with chemotherapy or targeted therapies like DOT1L and PRMT5 
inhibitors revealed even more pronounced effects.  
In summary, the human CRISPR/Cas9-KMT2Ar leukemia model provides an experimental 
platform to test new therapies and this work provides a strong rationale for novel targeted 
combination therapies to improve the outcome of KMT2Ar leukemias.  
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II 
KMT2A-Translokationen spielen eine wichtige Rolle bei der Leukämogenese. Sie sind mit 
einer schlechten Prognose verbunden und erfordern dringend neue Behandlungsstrategien. 
In der Arbeit für diese Dissertation wurde das CRISPR/Cas9-System verwendet, um ein in-
novatives Leukämiemodell zu generieren, das auf 100% reinen KMT2A-rearrangierten 
(KMT2Ar) Zellen aus Nabelschnurblut basiert, die ein unbestimmtes Wachstum in Zellkultur-
systemen zeigen. Dieses Modell teilte die phänotypischen, morphologischen und molekula-
ren Merkmale von Patientenleukämiezellen, sodass die Krankheit realitätsgetreu nachge-
ahmt werden konnte. Somit dient es als ideale Plattform für pharmakologische Studien.  
Die katalytische Aktivität der disruptor of telomeric silencing 1-like histone methyltransferase 
(DOT1L) ist entscheidend für das onkologische Potenzial und die Hemmung von DOT1L 
dient als ein spezifischer therapeutischer Ansatz für KMT2Ar Leukämien, der derzeit in klini-
schen Studien getestet wird. Der bisherige Erfolg war jedoch durch ein eingeschränktes An-
sprechen begrenzt. Kürzlich wurde gezeigt, dass die Hemmung der protein arginine methyl-
transferase 5 (PRMT5) eine antitumorale Aktivität gegenüber humanen Zelllinien in vitro und 
in KMT2Ar Mausmodellen zeigt. In dieser Arbeit wurden DOT1L- und PRMT5-Inhibitoren 
allein oder in Kombination im humanen KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodell ver-
wendet, wobei sich eine dosisabhängige verringerte Proliferation, eine Beeinträchtigung des 
Zellzyklus, zunehmende Differenzierung und Apoptose, eine Herunterregulation bekannter 
KMT2Ar Zielgene und eine Sensibilisierung gegenüber einer Chemotherapie zeigten. Be-
merkenswerterweise führte die Kombination beider Inhibitoren zu synergistischen Effekten. 
Wie oben bereits beschrieben, spielen Methyltransferasen und epigenetische Dysregulatio-
nen eine zentrale Rolle bei der KMT2Ar Pathogenese. Ein besseres Verständnis mechanisti-
scher Abläufe ermöglicht die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien. S-
Adenosylmethionin (SAM) ist der universelle Methyldonor in menschlichen Zellen und wird 
durch die Methioninadenosyltransferase 2A (MAT2A) synthetisiert. Hier wurde das humane 
KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodell verwendet, um die Rolle von MAT2A bei der 
KMT2A-Leukämogenese und deren Eignung als therapeutische Zielstruktur zu bewerten. Es 
wurde festgestellt, dass MAT2A im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant überexpri-
miert ist, sodass der Einfluss von MAT2A auf die Leukämogenese durch den Einsatz eines 
erst kürzlich entwickelten Inhibitors PF-9366 untersucht werden konnte. Unter Verwendung 
von nicht-KMT2Ar und KMT2Ar Zelllinien sowie des KMT2A-CRISPR/Cas9-
Translokationsmodells wurden eine dosisabhängige verringerte Proliferation, erhöhte Diffe-
renzierung und Apoptose, eine Beeinträchtigung des Zellzyklus und eine Herunterregulie-
rung bekannter KMT2Ar-Zielgene nachgewiesen. Interessanterweise zeigten KMT2Ar Zellli-
nien ein erhöhtes Ansprechen im Vergleich zu nicht-KMT2Ar Zellen, sodass die Spezifität 
gegenüber KMT2Ar Leukämien bestätigt wurde. In Bezug auf die klinische Translation zeigte 
die kombinierte Behandlung mit PF-9366 und Chemotherapie oder gezielten Therapien wie 
DOT1L- und PRMT5-Inhibitoren gesteigerte Effekte. 
  Abstract 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das humane KMT2A-CRISPR/Cas9-
Translokationsmodell eine experimentelle Plattform für die Testung innovativer Therapien 
bietet. Diese Arbeit liefert überzeugende Erkenntnisse für neuartige gezielte Kombinations-
therapien, um die Prognose von KMT2Ar Leukämien zu verbessern. 
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1 Einleitung  
1.1 Akute Leukämieformen  
1.1.1 Epidemiologie und klinisches Krankheitsbild  
Das Krankheitsbild der akuten Leukämie umfasst eine heterogene Gruppe hämatopoetischer 
Tumore. Abgegrenzt werden die akuten von den chronischen Formen anhand des Krank-
heitsverlaufes. Während akute Leukämien in frühen Vorläuferzellen entstehen und in einer 
schnellen Krankheitsprogression resultieren, entstehen chronische Leukämien in reiferen 
Zellen, die noch einige Aufgaben übernehmen können, sodass die Krankheit langsamer vo-
ranschreitet. Ausgehend vom Knochenmark ist generell die reguläre Hämatopoese 
(Abbildung 1) beeinträchtigt, da die entarteten, stark proliferierenden Zellen das gesunde 
Knochenmark überwachsen. Klinisch manifestieren sich dadurch Zytopenien, die zu Blutun-
gen (Thrombozytopenie), Infektionen (Granulozytopenie) und Leistungsminderung (Anämie) 
führen. Außerdem können lymphatische Organe, wie Milz und Lymphknoten, sowie nicht-
lymphatische Organe, wie beispielsweise die Leber, infiltriert werden.[1][2]  
 
Abbildung 1: Vereinfachtes Modell der humanen Hämatopoese. Hämatopoetische Stammzelle 
(hematopoietic stem cell, HSC), multipotenter Progenitor (MPP), gemeinsamer myeloider Vorläufer 
(common myeloid progenitor, CMP), gemeinsamer lymphoider Vorläufer (common lymphoid progeni-
tor, CLP), Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitor (MEP), Granulozyten-Makrophagen-Progenitor 
(GMP), Megakaryozyt (MK), Erythrozyten-Progenitor (EP), Granulozyten-Progenitor (GP), Monozyten-
Progenitor (MP), dentritische Zelle (dentritic cell, DC), DC-Progenitor (Pro DC), T-Zell-Progenitor (Pro 
T), natürliche Killerzelle (NK-Zelle), NK-Zell-Progenitor (Pro NK), B-Zell-Progenitor (Pro B). Gezeigt ist 
die vereinfachte hierarchische Entstehung hämatopoetischer Zellen. Modifiziert nach Seita et al., 
2010.[3][4] Erstellt mit Hilfe von BioRender.[5] 
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Die Zahl der Neuerkrankungen liegt in westlichen Ländern altersstandardisiert bei ca. 
5/100.000 pro Jahr.[6][7] In Deutschland machen akute Leukämien 13 % aller malignen häma-
tologischen Tumore aus.[6] Betrachtet man die Epidemiologie akuter Leukämien genauer, 
muss zwischen der myeloischen und lymphatischen Form unterschieden werden. 80 % aller 
akuten Leukämien gehen von myeloischen Vorläuferzellen aus, wobei eher ältere Menschen 
betroffen sind.[6] Das mediane Erkrankungsalter liegt bei ca. 70 Jahren.[8][9] Akute Leukämien 
lymphatischer Vorläuferzellen treten im Gegensatz dazu eher im Kindesalter auf. Leukämien 
stellen hier mit 33,8 % die häufigste Krebsart dar, wobei die akute Leukämie lymphatischer 
Vorläuferzellen wiederum als häufigste Form auftritt (77,7 %).[6][10] Das mediane Erkran-
kungsalter liegt bei 4 Jahren, ein zweiter Häufigkeitsgipfel tritt im Alter über 80 Jahren 
auf.[2][10] Insgesamt sind Männer etwas häufiger betroffen.[6][9] 
 
 
1.1.2 Klassifizierung der akuten Leukämie laut Welt-Gesundheits-Organisation (WHO) 
Zur Abgrenzung der heterogenen Gruppe akuter Leukämien für prognostische und therapeu-
tische Zwecke dient zunächst deren Einteilung nach der Ursprungszelle in die akute myeloi-
sche Leukämie (AML) und die akute lymphatische Leukämie (ALL). Dennoch sind in diesen 
Untergruppen verschiedene Krankheitsformen zusammengefasst, die sich in ihrer Prognose, 
dem Krankheitsverlauf und der nötigen Therapie maßgeblich unterscheiden.[1][2] Durch Fort-
schritte und weitere Erkenntnisse der Forschung werden die Einteilungen ständig verbessert 
und angepasst. Anwendung finden sie dann letztendlich in Empfehlungen der Weltgesund-
heitsorganisation (world health organisation, WHO)[11] (Tabelle 1, Tabelle 2), deren ICD (in-
ternational classification of diseases) -Systematik[12]-[14] und den deutschen Leitlinien.[1][2] Frü-
her war die Einteilung anhand der Morphologie und des Immunphänotyps maßgeblich, wel-
che in der Diagnosestellung und Prognose heutzutage teilweise noch eine Rolle spielen. 
Beispiele hierfür sind die Kriterien der French-American-British (FAB) -Klassifikation[15]-[18] 
(Tabelle 3) und die der European Group for the Immunological Characterization of Leukemi-
as (EGIL).[19] Trotzdem verschiebt sich die Wichtigkeit der Klassifikation und Einteilung aku-
ter Leukämien in Richtung der Zytogenetik, welche auch standardmäßig immer breitere An-
wendung findet.[1][2][13][14][20] 
Hämatologische Diagnostik beinhaltet nunmehr eine Zytomorphologie des peripheren Blutes 
mittels eines Differenzialblutbildes sowie des Knochenmarks mittels eines Myelogramms, 
eine Immunphänotypisierung mittels Durchflusszytometrie sowie genetische Analysen auf 
zytogenetischer und molekulargenetischer Ebene.[21] Nach der Einteilung können genauere 
Aussagen zu Prognose und sinnvollen Therapieregimes getroffen werden. 
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Tabelle 1: WHO-Klassifikation der AML[1][11] 
Translokation (t), Inversion (inv), nicht anderweitig klassifiziert (not otherwise specified, NOS), akute  
Promyelozyten-Leukämie (APL), Variable (v) 
Subgruppe  Spezifikation 
AML 
mit wiederkehrenden geneti-
schen Veränderungen 
AML mit t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 
AML mit inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
APL mit t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 
AML mit t(9;11)(p22;q23); MLLT3-KMT2A 
AML mit t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
AML mit inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); GATA2, MECOM 
AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 
Provisorische Entität: AML mit BCR-ABL1 
AML mit NPM1-Mutation 
AML mit biallelischen CEBPA-Mutationen 
Provisorische Entität: AML mit RUNX1-Mutation 
AML 
mit Myelodysplasie-
assoziierten Veränderungen 
 
Therapie-assoziierte myeloi-
sche Neoplasien 
 
AML, 
NOS 
AML mit minimaler Differenzierung 
AML ohne Ausreifung 
AML mit Ausreifung 
Akute myelomonozytäre Leukämie 
Akute monoblastische/monozytäre Leukämie 
Reine Erythrozytenleukämie 
Erythrozytenleukämie, erythroid/myeloisch 
Akute Megakaryoblastenleukämie 
Akute Basophilenleukämie 
Akute Panmyelose mit Myelofibrose 
 
Myeloisches Sarkom  
Myeloische Proliferationen bei  
Down‐Syndrom 
Downsyndrom-assoziierte myeloische Leukämie 
Transientes myeloproliferatives Syndrom 
 
Akute Leukämie unklarer 
Linienzugehörigkeit 
Akute undifferenzierte Leukämie 
Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp mit t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 
Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp mit t(v;11q23); KMT2A-
Translokation 
Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, B/myeloisch, NOS 
Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, T/myeloisch, NOS 
 
 
Tabelle 2: WHO-Klassifikation der ALL[2][11] 
Translokation (t), nicht anderweitig klassifiziert (not otherwise specified, NOS) 
Subgruppe  Spezifikation 
B-lymphatische Leukämie / 
B-lymphatisches Lymphom, 
NOS 
 
B-lymphatische Leukämie / 
B-lymphatisches Lymphom 
mit wiederkehrenden geneti-
schen Veränderungen 
B-ALL mit t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 
B-ALL mit t(v;11q23); KMT2A-Translokation 
B-ALL mit t(12;21)(p13;q22); ETV6-RUNX1 
B-ALL mit Hyperdiploidie 
B-ALL mit Hypodiploidie (hypodiploide ALL) 
B-ALL mit t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH 
B-ALL mit t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX 
B-ALL, BCR-ABL1-ähnlich 
B-ALL mit iAMP21-Mutation 
T-lymphatische Leukämie / 
T-lymphatisches Lymphom 
Frühe T-Zell-Vorläufer-ALL 
Provisorische Entität: NK-Zell-ALL 
 
Reifzellige B-Zell-Neoplasien Burkitt-Lymphom 
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Tabelle 3: FAB-Klassifikation[15]-[18]   
FAB-Subtyp  Beschreibung 
M 0 AML mit minimaler Differenzierung,  
Myeloblasten ohne Granula 
M 1 AML ohne Ausreifung,  
Myeloblasten mit oder ohne Granula 
M 2 AML mit Ausreifung, Myeloblasten mit Granula, 
einzelne Myelozyten 
M 3 Akute Promyelozyten-Leukämie (APL),  
Promyelozyten, deutlich granuliert 
M 4 Akute myelomonozytäre Leukämie,  
Myeloblasten und Promyelozyten > 20 % 
M 5a Akute Monozyten-Leukämie ohne Ausreifung,  
große Monoblasten 
M 5b Akute Monozyten-Leukämie mit Ausreifung,  
Monoblasten, Promonozyten und Monozyten, Monozytose im peripheren Blut 
M 6 Akute Erythroleukämie,  
Megaloblastäre Erythropoese > 50 %, Myeloblasten > 30 % 
M 7 Akute Megakaryoblasten-Leukämie,  
Megakaryoblasten 
L 1 Kleine, homogene Zellen, 
leichte bis mäßige Basophilie 
L 2 Große, heterogene Zellen, 
mäßige bis starke Basophilie 
L 3 Reifzellige B-ALL oder Burkitt-Leukämie/Lymphom, 
große Zellen mit wenig Heterogenität, sehr starke Basophilie 
 
 
1.1.3 Therapieformen und Prognose nach Leitlinie  
Die Therapie akuter Leukämien richtet sich maßgeblich nach deren prognostischer Eintei-
lung. Für die AML ist diese nach European LeukemiaNet (ELN)[22] und für die ALL nach 
German Multicenter Study Group for Adult Acute Lymphoblastic Leukemia (GMALL)[2] festge-
legt (Tabelle 4, Tabelle 5). 
 
Tabelle 4: Prognose der adulten AML nach ELN[22] 
Translokation (t), Inversion (inv), interne Tandemduplikation (internal tandem duplication, ITD), Variab- 
le (v), fehlend (-), Abnormalität (abln) 
ELN Risikogruppe Aberrationen  
günstig - t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 
- inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
- Mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITD niedrig 
- Biallelisch mutiertes CEBPA 
intermediär - Mutiertes NPM1 mit FLT3-ITD hoch (normaler Karyotyp) 
- Wildtyp-NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp) oder mit FLT3-ITD niedrig 
  (mit oder ohne ungünstige genetische Aberrationen) 
- t(9;11)(p22;q23); MLLT3-KMT2A 
- Zytogenetische Aberrationen, die nicht als günstig oder ungünstig eingestuft  
  wurden 
ungünstig - t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
- t(v;11)(v;q23); KMT2A-Genumlagerung 
- t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 
- inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); GATA2, MECOM (EVI1) 
- -5 oder del(5q); -7; -17/abnl(17p) 
- Komplexer Karyotyp (≥3 Aberrationen) 
- Monosomaler Karyotyp 
  (Monosomie + Monosomie/chromosomale Aberration) 
- Wildtyp-NPM1 mit FLT3-ITD hoch 
- Mutiertes RUNX1  
- Mutiertes ASXL1 
- Mutiertes TP53 
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Tabelle 5: Prognose der adulten ALL nach GMALL[2] 
Translokation (t), komplette Remission (complete remission, CR) 
GMALL Risikogruppe Prognosefaktor  
Standardrisikogruppe ohne ungünstige Prognosefaktoren 
Hochrisikogruppe mindestens ein ungünstiger Prognosefaktor aus: 
 
- Leukozytenzahl   > 30.000 Leukozyten/µL Blut bei B- 
        Vorläufer-ALL 
- Komplette Remission  > 3 Wochen nach Induktion  
 
- Aberrationen       t(9;22); BCR-ABL 
        t(4;11); KMT2A-AFF1 
- Komplex aberranter Karyotyp 
 
- Minimale Resterkrankung  > 1 Leukämiezelle/104 Lymphozyten nach 
        Frühkonsolidation 
    > 1 Leukämiezelle/104 Lymphozyten nach 
        vorheriger molekularer CR 
 
Die jeweiligen pädiatrischen Erkrankungen werden nach der Gesellschaft für Pädiatrische 
Onkologie und Hämatologie (GPOH) prognostisch folgendermaßen eingeteilt (Tabelle 6, 
Tabelle 7): 
 
Tabelle 6: Prognose der pädiatrischen AML nach GPOH[23] 
Translokation (t), Inverison (inv), fehlend (-), Deletion (del), mutiert (mut), interne Tandemduplikation  
(internal tandem duplication, ITD) 
GPHO Risikogruppe Aberrationen 
günstig t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 
inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
t(15;17)(q22;q21); PML-RARA1 
Molekular (bei kongenitaler Neutropenie-AML) 
 NPM1-mutierte AML  
 CEBPA Doppelmutation 
t(1;11)(q21;q23); KMT2A-MLLT11(AF1Q) 
GATA1s assozierte Leukämie bei Trisomie 21 Mosaik 
intermediär Zytogenetische Aberrationen, die nicht als günstig oder ungünstig eingestuft 
wurden 
ungünstig -75, -5 oder del(5q) 
inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-MECOM(EVI1-MDS1-EAP)  
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
t(7;12)(q36;p13); ETV6(TEL)-HLXB9(MNX1) 
t(4;11)(q21;q23); KMT2A-AFF1(AF4) 
t(6;11)(q27;q23); KMT2A-MLLT4(AF6) 
t(5;11)(q35;p15.5); NUP98-NSD1 
t(10;11)(p12;q23); KMT2A-MLLT10(AF10) 
12p / t(2;12) 
Komplexer Karyotyp 
WT1mut/FLT3-ITD 
t(9;22)(q34;q11.2) 
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Tabelle 7: Prognose der pädiatrischen ALL nach GPOH[24] 
Translokation (t) 
GPHO Risikogruppe Prognosefaktor  
günstig - Leukozytenzahl   < 20.000 Leukozyten/µL Blut bei B- 
        Vorläufer-ALL 
- Alter        1-5 Jahre 
 
- Ansprechen        nach 7 Tagen Prednison Vortherapie 
    < 1.000 Blasten/µL Blut 
- Ansprechen        auf initiale Induktionstherapie  
    < 5 % Blasten im Knochenmark 
- Minimale Resterkrankung      negativ nach 12 Wochen 
   
- Chromosomenzahl  > 50 
   
- Aberrationen       t(12;21); TEL-AML1 
 
ungünstig - Leukozytenzahl   > 100.000Leukozyten/µL Blut bei B-
        Vorläufer-ALL 
- Alter    < 1 Jahr 
    > 10 Jahre 
- Ansprechen        nach 7 Tagen Prednison Vortherapie 
    > 1.000 Blasten/µL Blut 
- Ansprechen        auf initiale Induktionstherapie  
    > 5 % Blasten im Knochenmark 
- Minimale Resterkrankung  > 1 Leukämiezelle/103 Lymphozyten nach 
        12 Wochen 
- Chromosomenzahl  < 45 
 
- Aberrationen       t(9;22) - BCR-ABL 
        t(4;11) - KMT2A-AFF1 
 
Auffällig ist, dass die Prognose mittlerweile durch die Bewertung zytogenetischer Parameter 
stattfindet und KMT2A-Mutationen in beiden Leukämiephänotypen unter den jeweiligen Krite-
rien als prognostisch intermediär bis schlecht eingeordnet werden.  
Eine Therapie umfasst für prognostisch schlecht eingeordnete akute Leukämien generell 
eine intensive Induktionstherapie mit anschließender Konsolidierung und Intensivie-
rung.[1][2][23][24] Die Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation (allo-SZT) in erster Re-
mission oder während der Konsolidierung ist bei dieser schlechten Prognose durch die un-
günstige Zytogenetik und das damit einhergehende erhöhte Rezidivrisiko gegeben.[1][2][23][24] 
Dabei soll die allo-SZT bevorzugt mit vorhandenen humanen-Leukozyten-Antigen (HLA) -
identen Geschwisterspendern (matched sibling donor, MSD) bzw. gut passenden verwand-
ten oder unverwandten Spendern (matched donor, MD) durchgeführt werden. [1][2][23][24] 
Trotz der Anwendung von aggressiven Therapieregimen sind KMT2A-rearrangierte Leukä-
mien noch immer mit einer schlechten Prognose assoziiert.[2][22] Die Entwicklung innovativer 
therapeutischer Strategien ist daher dringend erforderlich.  
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1.2 Mutationen des KMT2A-Gens 
1.2.1 Physiologische Bedeutung der Lysin-Methyltransferase 2A  
Das KMT2A-Gen befindet sich auf Chromosom 11 (11q23) und kodiert für die Lysin-
Methyltransferase 2A (KMT2A), die auch als Myeloisches / Lymphoides oder Mixed-Lineage 
Leukämie-Protein 1 (MLL, MLL1) bekannt ist. Die häufige Beteiligung der Methyltransferase 
in onkologische Prozesse der akuten Leukämie spiegelt sich so bereits in der Bezeichnung 
wider. Um die pathophysiologischen Prozesse verstehen zu können, muss die essenzielle 
physiologische Bedeutung der Lysin-Methyltransferase 2A bekannt sein. 
Durch ihre Funktion der spezifischen Methylierung des Histons H3 an Lysin 4 (H3K4) 
(Abbildung 2) und die dadurch erfolgende Expressionsregulation der clustered homeobox 
(HOX)-Gene ist die KMT2A maßgeblich an der frühen Hämatopoese, wie der Proliferation 
und Rekrutierung hämatopoetischer Vorläufer sowie der Stammzell-Selbsterneuerung, betei-
ligt.[25]-[27] 
 
 
 
Abbildung 2: Aufbau, Komplexbildung und Funktion der Lysin-Methyltransferase 2A. N-
terminaler Teil (MLLN), C-terminaler Teil (MLLC), Lysin-Acetyltransferase 5 (KAT5, MOF), cAMP re-
sponse element-binding protein (CREBP), CREB-binding protein (CREBBP), Prolylisomerase (PPIE, 
CYP33), WD repeat-containing protein 5 (WDR5), retinoblastoma-binding protein 5 (RbBP5), 
Set1/Ash2 histone methyltransferase complex subunit ASH2 (ASH2L), polymerase associated factor 
complex (PAFc). Gezeigt ist die Methylierung (M) des Histons H3 an Lysin 4 (4K).[28]-[30] 
 
Das Protein wird durch die Taspase 1 prozessiert, wobei die resultierenden Fragmente 
(MLLN, MLLC) als Heterodimer mit einer Vielzahl anderer Proteine einen großen nukleären 
Komplex bilden.[29][30] Innerhalb dieses Heterodimers werden vielseitige Funktionen vereint, 
welche die Balance der Zelle zwischen Differenzierung und Proliferation halten. Je nach 
Komplexpartner wird eher die eine oder die andere Funktion verstärkt ausgeführt.  
Der C-terminale Teil des Proteins übt die enzymatische Histon-Acetylierung und -
Methylierung typischerweise an H3K4 aus.[30] Durch die Methylierungsmuster können die 
epigenetischen Modifikationen zu einem transkriptionellen Gedächtnis und zur Zellentwick-
lung beitragen.[30] Wichtige Komplexpartner, die mit der sogenannten C-terminalen SET-
Domäne interagieren, sind hier das WD repeat-containing protein 5 (WDR5), retinoblastoma-
binding protein 5 (RbBP5) und Set1/Ash2 histone methyltransferase complex subunit ASH2 
(ASH2L).[31][32]  
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Der N-terminale Teil beinhaltet weitere wichtige Domänen und mögliche Interaktionsstellen. 
Zum einen interagiert das MLL-Protein mit Menin, PC4 and SFRS1-interacting protein 
(LEDGF) und polymerase associated factor complex (PAFc) und co-lokalisiert an der DNA, 
um die Transkription zu regulieren.[33] Des Weiteren findet sich dort die sogenannte PH-
Domäne (plant homeodomain, PHD), welche sich aus den Subdomänen PHD1-3, einer 
Bromodomäne (BD) und einer weiteren Subdomäne PHD4 zusammensetzt (Abbildung 3). 
Anders als im Normalfall hat die BD hier keine Lesefunktion der Histon-Acetylierungen, son-
dern stabilisiert lediglich die PHD3-Subdomäne.[30] Diese ist dafür verantwortlich, die nukleo-
somalen Methylierungsmuster an H3K4 zu lesen, wobei diese Stelle wiederum mittels der 
Interaktionspartner cAMP response element-binding protein (CREBP), CREB-binding protein 
(CREBBP) und der Lysin-Acetyltransferase 5 (KAT5, MOF) acetyliert werden kann.[34] Das 
MLL-Protein „schreibt“ demnach nicht nur Methylierungsmuster, sondern „liest“ diese auch 
aus. [34][35] In diesem Zustand agiert das MLL-Protein im Komplex als transkriptioneller Aktiva-
tor. 
 
 
 
Abbildung 3: Schematischer Aufbau der PHD, ihre Sub- und angrenzende Domänen. Plant 
homeodomain (PHD), Bromodomäne (BD), Zinkfinger (ZF), Methyl-DNA-bindende Domäne (MBD). 
Gezeigt ist der Aufbau eines Abschnitts des N-terminalen Fragments des MLL-Proteins. Modifiziert 
nach Marschalek et al., 2016.[30] 
 
In Anwesenheit der Prolylisomerase (PPIE), auch als Cyclophilin-33 (CYP33) bekannt, wird 
eine Konformationsänderung des MLL-Proteins katalysiert. PPIE verhindert, dass die PHD3-
Subdomäne mit der BD interagieren kann.[36][37] Eine solche Isomerisierung mit PPIE führt 
dazu, dass die PHD3-Subdomäne die BD verlässt, um stattdessen mit dem Polycomb-
Repressor-Komplex bestehend aus polycomb complex protein BMI1, zinc phosphodiestera-
se ELAC protein 2 (ELAC2/HPC2), Histon-Deacetylase 1-2 (HDAC1-2), C-terminal-binding 
protein complex (CtBP) und der Methyl-DNA-bindenden Domäne (MBD) zu interagieren. So 
entsteht ein repressiver transkriptioneller Komplex.[30] In seiner physiologischen Form ist das 
MLL-Protein also in der Lage, sowohl als transkriptioneller Aktivator als auch als Repressor 
zu agieren, wobei die PPIE als „Schalter” fungiert.[30] 
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1.2.2 Pathophysiologische Folgen des KMT2A-Onkogens auf Proteinebene 
Betrachtet man die pathophysiologische Situation in KMT2A-rearrangierten Leukämien auf 
Proteinebene genauer, so sind zunächst die Folgen der chromosomalen Translokation 
t(v;11) auf das MLL-Protein an sich in Betracht zu ziehen. In den meisten Fällen werden 
Translokationen der sogenannten breakpoint cluster region (BCR) beschrieben. Diese befin-
det sich zwischen Exon 9 und Intron 11.[38] Die Nomenklatur der Exon- und Intronstruktur 
basiert hier auf Nilson et al., 1996.[39] 
 
 
Abbildung 4: Schematischer Aufbau der PHD mit breakpoint cluster region (BCR). Plant homeo-
domain (PHD), Bromodomäne (BD), Zinkfinger (ZF), Methyl-DNA-bindende Domäne (MBD). Gezeigt 
ist der Aufbau eines Abschnitts des N-terminalen Fragments des MLL-Proteins. Prätranskriptionelle 
Positionen von Intron 9-11 sind als grüne Pfeile markiert. Modifiziert nach Marschalek et al., 2016 und 
Meyer et al., 2018.[30][38] 
 
Die BCR ist in Abbildung 4 (grüne Pfeile) dargestellt. Durch eine Translokation an dieser 
Stelle wird die MBD von der PHD getrennt.[30] Dadurch wird die durch die PPIE vermittelte 
repressive Funktion des MLL-Proteins zerstört, da trotz deren Anwesenheit keine Interaktion 
der PHD mit der MBD und somit des Polycomb-Repressor-Komplexes stattfinden kann.[41][42] 
Der intrinsische Kontrollmechanismus ist somit nicht mehr vorhanden, die „Methylierungs-
Lesefunktion“ wird von der „Methylierungs-Schreibefunktion“ getrennt und beide Fragmente 
des MLL-Proteins sind ständig aktiv.[30] Das MLL-X-Fusionsprotein ist noch immer in der La-
ge, über Menin, LEDGF und PAFc an Promotoren zu binden, kann jedoch seine inhibitori-
sche Funktion nicht mehr ausüben.[30] Das Gegenstück, das X-MLL-Fusionsprotein, behält 
die PHD3, die CREBBP/MOF-bindende Domäne und die SET-Domäne mit ihrem Komplex 
(Abbildung 5).  
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Abbildung 5: MLL-X- und X-MLL-Fusionsproteine mit verbleibenden Interaktionspartnern. Ly-
sin-Acetyltransferase 5 (KAT5, MOF), cAMP response element-binding protein (CREBP), CREB-
binding protein (CREBBP), Prolylisomerase (PPIE, CYP33), WD repeat-containing protein 5 (WDR5), 
retinoblastoma-binding protein 5 (RbBP5), Set1/Ash2 histone methyltransferase complex subunit 
ASH2 (ASH2L), polymerase associated factor complex (PAFc). Gezeigt sind das MLL-X- und das X-
MLL-Fusionsprotein posttranslational nach chromosomaler Translokation.[30][40] 
 
Die schwerwiegenden Veränderungen allein auf Proteinebene ohne genaue Betrachtung der 
nachfolgenden Signalwege liefern bereits genügend Erklärungsansätze für die Eingruppie-
rung KMT2A-rearrangierter Leukämien mit BCR als akute Leukämien mit schlechter Progno-
se. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass Patienten mit einer Translokation in Intron 11 
prognostisch vergleichsweise noch schlechter einzuordnen sind.[43] Während eine Transloka-
tion mit der Separation von MBD und PHD und des damit einhergehenden Verlustes der 
inhibitorischen Funktion ein onkologischer Event darstellt, so führen Translokationen speziell 
in Intron 11 zusätzlich zu einem Strukturverlust der PHD.[30] Der cystein- und histidinreiche 
Komplex kann nicht mehr korrekt gefaltet werden und der ubiquitin-vermittelte Abbau durch 
das Degradationsprotein Elongin B/C-Cullin–SOCS box protein (ECSASB2) ist nicht mehr 
möglich.[44] Eine Translokation in Intron 11 kann daher als zweiter onkologischer Event gese-
hen werden.[30] 
 
 
1.2.3 Pathophysiologische Folgen des KMT2A-Onkogens auf Komplexbildung und 
nachfolgende Signalwege 
Bei KMT2A-rearrangierten Leukämien spielen in der Pathophysiologie nicht nur die Verände-
rungen auf Proteinebene, sondern auch weitreichendere Veränderungen der Komplexbil-
dung und nachfolgenden Signalwege eine Rolle. Werden N- und C-terminal Proteinsequen-
zen der Translokationspartner angehängt, so ist das Potential für ein erheblich verändertes 
Interaktom gegeben.[30]  
Als Beispiele hierfür sind der positive Transkriptions-Elongation-Faktor (P-TEFb), der nuclear 
factor kappa B subunit 1 (NFkB1), die disruptor of telomeric silencing 1-like (DOT1L) -Histon-
Lysin-Methyltransferase und das nuclear receptor binding SET domain protein 1 (NSD1) zu 
nennen.[45] Diese neuen Komplexpartner haben gemeinsam, dass sie die RNA-Polymerase II 
(RNAPII) direkt binden können und mit ihr transkriptionell aktiv sind.[30] Das MLL-X-
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Fusionsprotein gewinnt so an transkriptioneller Aktivität. Zudem führt das Zusammenspiel 
der Histon-Methyltransferasen (DOT1L, NSD1) mit der Funktion der SET-Domäne des X-
MLL-Fusionsproteins zu einem veränderten Methylierungsmuster (v.a. H3K4me2/3, 
H3K36me2/3, and H3K79me2/3). Es werden so inaktive Chromatinregionen aktiviert, Diffe-
renzierung wird gestoppt, Stammzellgene werden exprimiert und ein onkologisches Potential 
entsteht.[30] 
Im Speziellen sind in letzter Zeit mögliche Zielstrukturen identifiziert worden, die auf diese 
Weise mit dem MLL-X- und X-MLL-Fusionsproteinen interagieren oder in nachfolgenden 
Signalwegen rekrutiert werden (Abbildung 6). 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Veränderung der MLL-X- und X-MLL-Fusionsproteine in Bezug auf Komplexbil-
dung und nachfolgende Signalwege. Lysin-Acetyltransferase 5 (KAT5, MOF), cAMP response ele-
ment-binding protein (CREBP), CREB-binding protein (CREBBP), Prolylisomerase (PPIE, CYP33), 
WD repeat-containing protein 5 (WDR5), retinoblastoma-binding protein 5 (RbBP5), Set1/Ash2 his-
tone methyltransferase complex subunit ASH2 (ASH2L), polymerase associated factor complex 
(PAFc) disruptor of telomeric silencing 1-like (DOT1L) -Histon-Lysin-Methyltransferase, protein argi-
nine methyltransferase 5 (PRMT5). Gezeigt ist eine schematische Darstellung neuer Komplexpartner 
(schwarz) und rekrutierter Proteine (DOT1L), das veränderte Methylierungsmuster (M) sowie die ver-
änderte Expression KMT2A-translokationsspezifischer Zielgene (blauer Pfeil) und die Überexpression 
von PRMT5, die zu einer reduzierten Apoptose führt.[28][30][45] 
 
Der bisher am besten charakterisierte neue Komplexpartner ist DOT1L, eine H3K79-
spezifische Histon-Methyltransferase (Abbildung 6, obere Zeile).[28] Aufgrund der Rekrutie-
rung von DOT1L zum N-terminalen MLL-X-Fusionsprotein, kann dies seine Methylierung an 
H3K4 nicht mehr ausführen und methyliert stattdessen H3K79. Folglich verändert sich das 
Methylierungsmuster von H3K4 zu H3K79 und die bisher moderate Expression zentraler 
KMT2A-translokationsspezifischer Zielgene wird hochreguliert.[28] Bekannt sind hier vor allem 
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die homeobox-Gene MEIS1 und HOXA9.[46] Somit wird die myeloische Differenzierung blo-
ckiert und die Proliferation gesteigert, wodurch ein onkologisches Potential entsteht, das in 
einer leukämischen Transformation resultiert.[29] Eine therapeutische Rationale für eine 
DOT1L-Inhibition ist durch die bisherige in vitro und in vivo Studienlage gegeben.[47][48] Viel-
versprechende small molecules, welche die Histon-Methyltransferase-Aktivität hemmen, zei-
gen in ersten klinischen Studien (NCT01684150) jedoch nur eingeschränkte Aktivität.[49] 
Weitere nachfolgende Signalwege, die wichtig sind, um die Pathophysiologie weiter zu ver-
stehen, beinhalten die gesteigerte transkriptionelle Aktivität des MLL-X-Fusionsproteins. Das 
MLL-X-Fusionsprotein ist noch immer in der Lage, über Menin, LEDGF und PAFc an Promo-
toren zu binden, kann jedoch seine inhibitorische Funktion nicht mehr ausüben.[30] Die tran-
skriptionelle Aktivität über den PAFc ist also gesteigert. Kürzlich veröffentlichte Studien wei-
sen auf eine direkte Bindung an den Promotor der protein arginine methyltransferase 5 
(PRMT5) hin (Abbildung 6, untere Zeile) hin.[50] PRMT5 ist durch Arginin-Methylierung in der 
Lage, die Gentranskription zu deaktivieren. In erhöhter Menge vorhanden, trägt es zu einer 
pathophysiologischen Deaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch H3R8 und H4R3 
bei.[51] Außerdem sind mehrere lösliche Proteine durch Arginin-Methylierungen der PRMT5 
betroffen. Hierzu zählen Komponenten des Spliceosoms, der epidermale Wachstumsfaktor-
Rezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR)[52], der Transkriptionsfaktor E2F1[53] und 
das prominente Tumorprotein p53[54]. Durch die Methylierung von p53 wird zum einen der 
Zellzyklus nicht durch den cyclin-abhängigen Kinase-Inhibitor 1 (cyclin dependent kinase 
inhibitor 1, p21, CDKN1a) reguliert[55][56] und des Weiteren wird Apoptose verhindert.[57] Ob 
PRMT5 zur reduzierten Differenzierung leukämischer Zellen beiträgt, wird kontrovers disku-
tiert.[50][55] Allgemeinhin ist bekannt, dass die Proliferation forciert wird, sodass PAFc und 
PRMT5 als potenzielle therapeutische Angriffspunkte gesehen werden.[50][58][59] Eine Anwen-
dung von PRMT5-Inhibitoren in Patienten mit soliden Tumoren oder non-Hodgkin's Lym-
phom, in denen PRMT5 aus anderen Gründen hochreguliert ist, wird bereits untersucht 
(NCT02783300). 
Letztendlich spielen in allen bisher beschriebenen KMT2A-translokationsspezifischen Sig-
nalwegen Methylierungen eine zentrale Rolle. DNA- und Histon-Methylierungen werden von 
Methyltransferasen ausgeführt, welche die Methylgruppe hauptsächlich mithilfe von S-
Adenosylmethionin (SAM) übertragen.[60][61] SAM ist der wichtigste Methylgeber und ist daher 
maßgeblich an der epigenetischen Regulation der Genexpressionen und damit der Beein-
flussung von Zellwachstum, Apoptose und Differenzierung beteiligt.[62][63] Die Biosynthese 
von SAM aus Adenosintriphosphat (ATP) und L-Methionin (Abbildung 7) wird durch die Me-
thioninadenosyltransferase (MAT) in der Leber durch MAT1 und extrahepatisch durch 
MAT2A und MAT2B bewerkstelligt.[64]-[68] Onkologisch ist bekannt, dass MAT2A in aktivierten 
T-Zellen, T-Zell-Leukämiezellen sowie in anderen Krebsarten, wie dem hepatozellulären o-
der kolorektalen Karzinom, überexprimiert wird.[69][70] Eine starke Abhängigkeit des onkologi-
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schen Potentials KMT2A-rearrangierter Leukämien von Methylierungen stellt SAM und sein 
produzierendes Enzym MAT2A in den Mittelpunkt des Forschungsinteresses. Die essenzielle 
Bedeutung von MAT2A und SAM kann durch knock-down-Experimente und Substratinhibiti-
on durch das Methionin-Analogon Cycloleucin in Krebszellen durch resultierenden Zelltod 
nachgewiesen werden.[69][71]-[74] Erst seit Kurzem existiert ein geeigneter direkter Inhibitor von 
MAT2A, sodass es nun gilt, dieses Enzym als zentrale Schaltstelle von epigenetischen Re-
gulationen und somit als wichtiges therapeutisches Ziel in KMT2A-rearrangierten Leukämien 
zu evaluieren.[75] 
 
 
 
Abbildung 7: S-Adenosylmethionin-Zyklus. Adensosintrophosphat (ATP), Methioninadenosyl-
transferase (MAT), S-Adenosylmethionin (SAM), SAM-abhängige Methylase (SAM-M), DNA-Substrat 
(X), S-Adenosylhomocystein (SAH), S-Adenosylhomocysteinhydrolase (SAHH), 5-
Methyltetrahydrofolat (5-MTHF), Methioninsynthase (MS), Tetrahydrofolat (THF). Gezeigt sind die 
Synthese von SAM, die Methylierung eines Substrats und die anschließende enzymatische Aufarbei-
tung der Edukte. Gezeichnet mit ChemSpider.[76] 
 
 
1.2.4 Beschreibung der häufigsten Translokationspartner KMT2A-rearrangierter Leu-
kämien 
Aus Patientendaten und derer Genomsequenzierungen können die Häufigkeiten der geneti-
schen Aberrationen genauer charakterisiert werden. Meyer et al., 2018 stratifizierten eine 
große Patientenpopulation über Jahre hinweg hinsichtlich der Translokationspartner, des 
Phänotyps und des Auftretens der Leukämie in pädiatrischen oder adulten Fällen.[38] Insge-
samt ist nun bekannt, dass in KMT2A-rearrangierten Leukämien vermehrt AFF1 (AF4/FMR2 
family member 1, AF4), MLLT3 (MLLT3 super elongation complex subunit, AF9) und MLLT1 
(MLLT1 super elongation complex subunit, ENL) als Translokationspartner auftreten.[38]  
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Unterscheidet man zwischen AML und ALL, so tritt die ALL vorrangig im frühen Kindesalter 
auf, wobei die Inzidenz in höherem Alter wieder steigt.[2][10] Interessanterweise tritt hier über-
wiegend AFF1 als Translokationspartner auf.[38] Die AML hingegen tritt vorwiegend in älteren 
Patienten auf, wobei hier MLLT3 als prominenter Translokationspartner beschrieben 
wird.[8][9][38] Zusammengefasst ist die aktuelle Datenlage in Abbildung 8. 
 
 
 
Abbildung 8: Verteilung der häufigsten Translokationspartner KMT2A-rearrangierter Leukä-
mien. KMT2A-rearrangiert (KMT2A-r), akute lymphatische Leukämie (ALL), akute myeloische Leukä-
mie (AML), Säuglinge (0,03 bis 12 Monate, n=876), Kinder (älter als 12 Monate bis 18 Jahre, n=671), 
Erwachsene (älter als 18 Jahre, n=798). Gezeigt ist die Verteilung der Translokationspartner hinsicht-
lich des Alters der Pateinten und des Phänotyps der Erkrankung. Modifiziert nach Meyer et al., 
2018.[38]  
 
Physiologisch sind die Proteinfunktionen der Translokationspartner noch nicht hinreichend 
beschrieben. Es ist lediglich bekannt, dass das AFF1-kodierte Protein AF4 essenziell für die 
Lymphopoese zu sein scheint.[64] Es kann natürlicherweise P-TEFb und DOT1 und darüber 
die RNAPII direkt binden.[78] Die Auswirkungen dieser Interaktion infolge einer Translokation 
sind in „Kapitel 1.2.3 Pathophysiologische Folgen des KMT2A-Onkogens auf Komplexbil-
dung und nachfolgende Signalwege“ beschrieben. Der Einfluss hinsichlich der regulären 
Physiologie ist nicht charakterisiert.[79] 
Für das MLLT3-kodierte Protein AF9 ist bekannt, dass es mit AF4 über den C-Terminus 
interagieren kann.[80] Physiologisch trägt AF9 mit seiner Chromatinlesefunktion der 
Acetylierung der Histonproteine 1 und 3 (H1 und H3) maßgeblich zur Funktion des Komple-
xes aus AF4, P-TEFb, DOT1L und der RNAPII bei, der auch als Super-Elogations-Komplex 
KMT2A-r Leukämie
Säuglinge Kinder Erwachsene
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bekannt ist.[80] Die Konsequenzen einer Translokation gehen folglich mit denen einer t(4;11)-
Translokation einher und sind in „Kapitel 1.2.3 Pathophysiologische Folgen des KMT2A-
Onkogens auf Komplexbildung und nachfolgende Signalwege“ beschrieben. Physiologisch 
ist das AF9-Protein zudem in der Lage, mit Polycomb 3, auch bekannt als CBX8 und ein Be-
standteil des Polycom-Repressor-Komplexes, zu interagieren.[81] Diese Funktion verliert sich 
jedoch infolge einer Translokation.[81]  
Insgesamt kann gesagt werden, dass die physiologischen Funktionen der häufigsten 
Translokationspartner nicht hinreichend bekannt sind. Lediglich ihre Fähigkeit, Komplexe zu 
bilden, ist in der Literatur beschrieben. Aufgrund der chromosomalen Aberration wird diese 
Fähigkeit mit der Funktion des MLL-Proteins verknüpft, was zu veränderten Wirkungen 
aufgrund veränderter Lesemuster führt. Vorausgesetzt ist eine in-frame-Fusion.  
Wie bereits in „Kapitel 1.2.2 Pathophysiologische Folgen des KMT2A-Onkogens auf Protein-
ebene“ beschrieben, ist dabei die Region zwischen Exon 9 und Intron 11 des KMT2A-Gens 
als Bruchstelle beteiligt.[38] Die Nomenklatur der Exon- und Intronstruktur basiert hier auf Nil-
son et al., 1996.[39] Solche BCRs gibt es auch in den beschriebenen Translokationspartner-
genen. Das AFF1-Gen bricht häufig zwischen Exon 3 und Exon 6.[82] Die Nomenklatur der 
Exon- und Intronstruktur basiert hier auf Nilson et al., 1997.[82] Für das MLLT3-Gen sind zwei 
BCRs bekannt. Während sich eine häufige Bruchstelle in Intron 4 befindet, liegt eine zweite 
BCR zwischen Intron 7 und Intron 8.[83] Die Nomenklatur der Exon- und Intronstruktur basiert 
hier auf Strissel et al., 2000.[83] 
Abhängig von der genauen Bruchstelle und der Basenabfolge resultieren 13 % aller KMT2A-
Aberrationen in in-frame-Translokationen und somit in funktionalen Proteinen.[38] Das 
bedeutet, dass auch die Translokationspartnerproteine ihre Funktionen zumindest teilweise 
behalten. In den restlichen Fällen entstehen out-of-frame-Fusionen, wobei die 
Expressionfähigkeit der Translokationspartner zerstört und lediglich ein kürzeres MLL*-
Protein produziert wird.[38] 
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1.3 Modelle zur Identifizierung und Inhibition neuer Zielstrukturen in KMT2A-
rearrangierten Leukämien 
1.3.1 in vitro Modelle  
Die in „Kapitel 1.2 Mutationen des KMT2A-Gens“ beschriebenen Alterationen auf chromo-
somaler und auf Proteinebene zeigen, dass allein eine KMT2A-Translokation einen erhebli-
chen Einfluss auf die Physiologie einer Zelle nehmen kann. Einher damit geht die Tatsache, 
dass Patienten mit KMT2A-Translokation signifikant weniger zusätzliche Mutationen akku-
mulieren als andere Patienten mit akuten Leukämien.[84][85] KMT2A-rearrangierte Zellen ent-
arten also bereits mit weniger kooperierenden Mutationen und eine Leukämie tritt durch ei-
nen so starken onkologischen driver früher auf. Unterstützt wird dies durch die Tatsache, 
dass Leukämien mit KMT2A-Translokation häufig bei Säuglingen auftreten. Die Latenzzeit 
der Leukämieentstehung ist hier sehr kurz, sodass sie sich schnell ohne viele zusätzliche 
Mutationen entwickelt haben.[86] Eine Untersuchung der genauen Abläufe der Leukämieent-
stehung, um die Rolle der KMT2A-Translokation hierbei zu verstehen, ist daher interessant. 
Des Weiteren sind innovative Therapien für eine Erkrankung mit äußerst schlechter Progno-
se wünschenswert. Eine Möglichkeit zur Identifizierung und nachfolgenden Inhibition neuer 
Zielstrukturen in KMT2A-rearrangierten Leukämien wird benötigt. Die direkten Effekte der 
KMT2A-Translokation auf nachfolgende Signalwege sind hierbei wichtig, um eine direkte 
Kausalität des künftigen Wirkstoffs für alle Patienten mit dieser Mutation abzuleiten.  
Ein erster Ansatz zur möglichen Charakterisierung ist die Verwendung von Patientenzellen. 
Für genomische Analysen und Momentaufnahmen der Genexpression sind solche Proben 
unerlässlich und wertvoll. Da hier bereits von einer fulminanten Leukämie ausgegangen wer-
den muss, sind Aussagen über deren Entstehung begrenzt. Außerdem ist hinlänglich be-
kannt, dass sich Patientenzellen akuter Leukämien nicht oder nur sehr begrenzt in in vitro 
Kulturen halten lassen, bevor Apoptose induziert wird.[87]-[91] Von einer Testung möglicher 
innovativer Therapien an Patientenzellen ist demnach abzusehen. 
Eine nächste naheliegende und schnell verfügbare Option sind klassische, kommerzielle 
Zelllinien. Die Aussagen über die Leukämieentstehung sind hier ebenfalls begrenzt und die 
genomische Charakterisierung und Analyse der Genexpression sind längst nicht so wertvoll 
wie die der Patientenzellen. Hier wird lediglich die Limitation eines verfügbaren in vitro Test-
systems für innovative Wirkstoffe überwunden.[92] Eine Übertragbarkeit der Erkenntnisse ist 
jedoch nicht direkt möglich, da Zelllinien wie auch Patientenzellen stets multiple Mutationen 
aufweisen. Eine direkte Kausalität der Erkenntnisse zur KMT2A-Translokation ist daher nur 
bedingt möglich. 
Forscher sind daher daran interessiert, in vitro Modelle zu entwickeln, welche die KMT2A-
Translokation als Einzelmutation ins Zentrum der Analysen stellen. Eine Charakterisierung 
nachfolgender Signalwege für mögliche neue therapeutische Angriffspunkte wird so möglich. 
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Ein ideales Modell kann im Folgenden weiter als Testsystem für mögliche Wirkstoffe dienen. 
Wenn möglich, ist eine Erweiterung des Modells für kooperative Mutationen anzustreben, um 
die Abläufe der Leukämieentstehung zu rekapitulieren und die Krankheit möglichst zuverläs-
sig nachzubilden. 
 
 
1.3.2 in vivo Modelle 
Die unzureichende Verwendbarkeit der in vitro Modellsysteme für KMT2A-rearrangierte Leu-
kämien, wie Patientenzellen und Zelllinien, führt zur Erwägung von Mausmodellen. Über die 
Jahre haben sich hier viele verschiedene Variationen der möglichen in vivo Modelle heraus-
kristallisiert.  
Zum einen kann die Expression eines MLL-Fusionsproteins mittels viraler Transduktion in 
Mauszellen induziert werden.[93][94] Diese Zellen können anschließend in Empfängermäuse 
transplantiert werden. Solche knock-in Modelle geben Aufschluss über das onkologische 
Potential der Zellen.[95] Ist die Mutation ausreichend, um eine Leukämie in der Empfänger-
maus zu induzieren? Die so generierten Mäuse können im Folgenden auch als Testsystem 
für Therapeutika dienen.[95] Auch die Frage einer nachfolgend veränderten Genexpression 
kann zumindest eingegrenzt werden. Allerdings werden die Transgene hier in nicht-
physiologischen Mengen exprimiert, sodass eine konkrete Aussage über die zelluläre Patho-
physiologie eingeschränkt wird.[95] Um die Limitation der viralen Mausmodelle hinsichtlich der 
nicht-physiologischen Expression des MLL-Fusionsproteins zu umgehen, sind endogene 
Mausmodelle verfügbar. Diese in vivo KMT2A-Translokationsmodelle bedienen sich des Cre-
loxP-Systems und der Induktion mittels Doxycyclin.[96]-[98] Solche induzierbaren Modelle kön-
nen Aufschluss über das onkologische Potential der Zellen geben, indem untersucht wird, ob 
eine Leukämie in der Empfängermaus induziert wird.[95] Weiter können sie ebenso als Test-
system für innovative Therapeutika dienen.[95] Die Frage einer nachfolgend veränderten Ge-
nexpression kann aufgrund der endogenen Expression besser abgeschätzt werden. Aller-
dings ist die Cre-Expression abhängig von der spezifischen Zellabstammung und auf be-
stimmte Untergruppen beschränkt, sodass eine präzise Kontrolle schwer wird.[95] Auch die 
Tatsache, dass die murine Hämatopoese zwar ähnlich zur humanen verläuft, sich aber in 
zentralen Punkten unterscheidet, trägt dazu bei, dass diese Mausmodelle die humane Er-
krankung nur bedingt widerspiegeln können.[95] Beispielsweise enthält das periphere Blut in 
Mäusen viele Lymphozyten, wohingegen das menschliche Blut eher neutrophilenreich ist.[99]  
Aufgrund dieser Limitationen rückt die Verwendung von humanen Zellen in den Vordergrund. 
Anwendungen hierfür sind Xenograftmodelle von editierten Zellen und Patientenzellen. Für 
die Entwicklung von Xenograftmodellen können gesunde humane Zellen beispielsweise aus 
Nabelschnurblut viral transduziert und anschließend in Empfängermäusen verwendet wer-
den.[100]-[102] Solche Xenograftmodelle aus genveränderten Zellen können wiederrum Auf-
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schluss über das onkologische Potential und die Leukämieinduktion der Zellen geben.[95] 
Weiter können sie ebenso als Testsystem für innovative Therapeutika verwendet werden.[95] 
Die Frage einer nachfolgend veränderten Genexpression kann aufgrund der viralen Methode 
und der daraus folgenden nicht-physiologischen Überexpression schlecht eingeschätzt wer-
den.[95] Der Vorteil dieser Methode liegt in der Verwendung humaner Ausgangszellen, deren 
Physiologie als wesentlich für die exakte Imitation der Leukämieinitiierung gesehen wird.[95] 
Um die Limitation der nicht-physiologischen Überexpression viraler Xenograftmodelle zu 
überwinden, können patientenabgeleitete Zelllinien oder primäre Patientenzellen in Xeno-
graftmodellen eingesetzt werden.[95] Da es sich hier um Patienten mit verschiedenen geneti-
schen Zusammensetzungen, Phänotypen sowie unterschiedlichem Erkrankungsalter han-
delt, sind randomisierte Studien mit genügend großen Fallzahlen für eine ausreichende sta-
tistische Trennschärfe (power) nötig.[103] Der Charakter eines universellen Modells ist jedoch 
nicht gegeben. Xenograftmodellen unter der Benutzung humaner Ausgangszellen fehlt im 
Allgemeinen eine geeignete Mikroumgebung oder Nische für humane Zellen in den Empfän-
germäusen.[95] Daher müssen weitere Anstrengungen, humane Mikroumgebungen in Mäu-
sen zu entwickeln, unternommen werden, um und den bisherigen Goldstandard der NOD-
Scid-Gamma (NSG) -Maus für humane Xenograftmodelle zu verbessern.[104]  
Ein Modellsystem, das möglichst alle guten Eigenschaften der bisher etablierten Systeme 
vereint und die genannten Limitationen überwindet, ist daher erforderlich. 
 
 
1.3.3 Zukunftsorientierte Optimierungen der bisher verwendeten Modellsysteme 
Die bisher beschriebenen Modellsysteme (Abbildung 9) haben ihre entsprechenden Stär-
ken, beinhalten jedoch auch jeweils Schwächen.[95] In vitro Modelle haben entweder keine 
Aussicht auf eine geeignete in vitro Testkultur, wie Patientenzellen[87]-[91], oder beinhalten 
zusätzliche Mutationen, welche die Ergebnisse ebenso beeinflussen können, wie kommerzi-
elle Zelllinien[92]. In vivo Modelle in Mäusen bedienen sich entweder der murinen Physiologie 
unter Verwendung muriner Ausgangszellen für virale Genveränderungen oder durch indu-
zierbare Systeme. Da die murine Hämatopoese zwar ähnlich jedoch nicht gänzlich ver-
gleichbar zum humanen Pendant verläuft, können diese Mausmodelle die humane Erkran-
kung nur bedingt widerspiegeln.[95] Virale Methoden führen zudem zu einer nicht-
physiologischen Überexpression des Onkogens, sodass die Analyse nachfolgender Signal-
wege nicht verlässlich ist.[95] Xenograftmodelle versuchen den humanen Aspekt in murinen 
Modellen zu bedienen, wobei die viralen Methoden bislang noch unumgänglich sind. 
Eine gewünschte Lösung ist demnach ein Modell, dessen Anwendung sich sowohl in vitro 
als auch in vivo eignet. Eine Verwendung von humanem Ausgangsmaterial ist wünschens-
wert.  
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Abbildung 9: Zusammenfassung bisher verwendeter Modellsysteme. Gezeigt sind die bisher 
verwendeten Maus- und Xenograftmodelle. In Mausmodellen werden entweder murine Zellen (hell-
grau) viral transduziert, um das Fusionsprotein mittels eines Plasmids (schwarzer Kreis) zu exprimie-
ren, oder die Translokation des KMT2A- (rot) und des Translokationspartnergens (grün) wird mittels 
Cre-loxP-Systems direkt in Mäusen induziert. Durch die Isolation gesunder humaner Zellen (schwar-
zes Personen-Piktogramm, dunkelgraue Zellen) und die virale Expression des Fusionsproteins 
(schwarzer Kreis) können Xenograftmodelle etabliert werden. Patientenzellen (schwarzes Personen-
Piktogramm und dunkelgraue Zellen mit Translokation) können nicht allein in vitro kultviert werden, 
sodass auch hier ein Xenograftmodell nötig ist. Gezeichnet nach Informationen aus Milne et al., 
2017.[95] 
 
Zudem soll keine virale Methodik zur Induktion genetischer Veränderungen verwendet wer-
den. Es besteht die Idee, patientenübliche BCRs mit Nukleasen zu adressieren, um dort 
Schnittstellen im Genom zu induzieren.[105]-[107] Die Translokation soll so, ähnlich der Patien-
tenleukämogenese, induziert werden, aber schließlich von selbst geschehen. Die Vorteile 
der Verwendung humaner Ausgangszellen, der Induktion der Translokation unter endogenen 
Promotoren sowie die Möglichkeit, die resultierenden Zellen in vitro, in humaner Zytokinum-
gebung oder gar mit feeder-Zellen oder letztendlich in Xenograftmodellen kultivieren zu kön-
nen, stellen einen großen Fortschritt dar. Schneidawind (früher Büchele) et al. liefern hierzu 
erste Ergebnisse.[105]-[107] Die Verwendung von transcription activator-like effector nucleases 
(TALENs) kann zu einer erfolgreichen Induktion der t(9;11)-Translokation führen.[107] Die re-
sultierenden Zellen zeigen ein verändertes Wachstumspotential, erhöhtes onkologisches 
Potential und sind in der Lage, akute Leukämien in Mäusen zu induzieren.[107] Die KMT2A-
rearrangierten Zellen zeigen einen undifferenzierten myelomonozytären Phänotyp und eine 
KMT2A-translokationsspezifische transkriptionelle Signatur.[107] Bisher sind die Konzepte 
jedoch noch von limitierter Effizienz geprägt und technologisch zu verbessern.[105][106] Die 
Verfügbarkeit innovativer Nukleasen kann zur Optimierung dieser vielversprechenden Idee 
beitragen. Die Methodik wird in „Kapitel 1.4 CRISPR/Cas9-System“ genauer erklärt. 
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1.4 CRISPR/Cas9-System 
1.4.1 Ursprung des CRISPR/Cas9-Systems 
Das clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/Cas9-System wurde 
ursprünglich in Prokaryoten gefunden.[108] Die Bezeichnung lässt dabei keine Rückschlüsse 
in Bezug auf dessen Funktion, sondern lediglich auf die Anordnung der DNA-Sequenzen zu 
(Abbildung 10). Lange war die Funktion dieser Sequenzen unbekannt, sodass allein die 
Struktur den Ausschlag für die Namensgebung gab.[108] Nun ist bekannt, dass es sich hierbei 
um ein adaptives Immunsystem der Prokaryoten gegen Phagen und konjugative Plasmid-
Infektionen handelt.[109]  
 
 
Abbildung 10: Das CRISPR/Cas9-System als prokaryotisches Immunsystem. Palindromische 
repeats (schwarz), spacer (grau, rot), pre-CRISPR-RNA (pre-crRNA), transaktivierende CRISPR-RNA 
(tracrRNA), CRISPR-assoziiertes Protein (Cas9). Gezeigt sind die Transkription, Prozessierung und 
Formation der CRISPR/Cas9-Strukturen. Modifiziert nach Cavanagh P. und Garrity A., 2014.[110] 
 
Das CRISPR/Cas9-System kann auch als Typ II klassifiziert werden und besteht aus sich 
wiederholenden palindromischen Sequenzen (repeats) von 21 bis 40 Basenpaaren, die 
durch spacer-Sequenzen mit einer Länge von 20 bis 58 Basenpaaren, sogenannte protos-
pacer, getrennt sind (Abbildung 10).[110]-[112] Die Anzahl der Sequenzen variiert von Spezies 
zu Spezies, aber auf jede repeat-Sequenz folgt ein einzigartiger protospacer.[113] Diese Se-
quenzen werden entweder durch Vererbung an die Tochtergeneration weitergegeben oder 
aber häufiger adaptiert.[113] Dringt Fremd-DNA in Folge einer Infektion in den Organismus 
ein, so wird diese prozessiert und die DNA-Fragmente werden mittels CRISPR-assoziierten 
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Proteinen (Cas1, Cas2, Csn2 und Cas9) zwischen die spacer-Sequenzen eingebaut.[114] Bei 
einer erneuten Infektion kann das adaptive Immunsystem wie folgt reagieren: Protospacer 
und repeats werden zur guide RNA (gRNA) transkribiert und formiert.[115] Zunächst enthält 
die transkribierte pre-CRISPR-RNA (pre-crRNA) die spezifischen repeats und protospacer. 
Als nächster Schritt lagert sich eine transaktivierende CRISPR-RNA (tracrRNA) an die pre-
crRNA an.[115] Eine Spaltung durch Ribonuklease-3 (RNaseIII) mit Hilfe anderer CRISPR-
assoziierter Proteinen bewirkt die Bildung der spezifischen gRNA (Abbildung 10).[115] Jeder 
protospacer ist immer mit einem protospacer adjacent motif (PAM) assoziiert, welches zwi-
schen den Spezies variieren kann.[116] Eine weitere wichtige Sequenz für das Immunsystem 
dieser Prokaryoten ist das CRISPR-assoziierte (Csn1, Cas) Gen, das für das gleichnamige 
Cas9-Protein (CRISPR-assoziierte Endonuklease 9) kodiert.[117] Dieses besteht aus sechs 
Domänen: REC I, REC II, bridge helix, PAM interacting, HNH und RuvC (Abbildung 11).[110] 
 
 
Abbildung 11: Schematische Abbildung des Cas9-Proteins. Gezeigt sind alle sechs Protein-
Domänen REC I, REC II, bridge helix, PAM interacting, HNH und RuvC in inaktiver Konformation. 
Modifiziert nach Cavanagh P. und Garrity A., 2014.[110] 
 
Zur Aktivierung des Immunsystems müssen sich beide Strukturen, gRNA und Cas9-Protein, 
zu einem Ribonukleoprotein (RNP)-Komplex zusammenlagern.[118][119] Sind Sequenzen als 
„fremd“ hinterlegt, kann eine spezielle gRNA den RNP-Komplex mit der Genschere Cas9 zu 
dieser Fremd-DNA führen. Durch Bindung der gRNA an das Cas9-Protein kommt eine Kon-
formationsänderung zustande, die eine Aktivierung der Nukleasedomänen nach sich 
zieht.[120] Der genaue Mechanismus der Konformationsänderung ist noch nicht bekannt. Je-
doch gibt es Hypothesen von Jinek et al., 2014, dass entweder sterische Gründe oder 
schwache Wechselwirkungen zwischen Protein und RNA zur Konformationsänderung bei-
tragen.[120] Bei Zusammenlagerung des CRISPR/Cas9-Komplexes mit der Fremd-DNA kann 
somit ein Doppelstrangbruch (DSB) mit anschließendem Abbau der Fremd-DNA bewirkt 
werden.[110][121] 
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1.4.2 Anpassungen für die Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems zur Genom-
editierung in vitro 
Das in Prokaryoten gefundene System kann durch geeignete Anpassung für vielfältige Zwe-
cke in der Forschung eingesetzt werden. Im Bereich der Genomeditierung können Gene mit-
tels dafür entworfener gRNA adressiert und schließlich modifiziert werden. Das System kann 
hierbei sehr variabel in vielerlei Zielzellen eingesetzt werden. Den größten Unterschied der 
technischen Verwirklichung zum natürlichen Weg stellt die chimäre single guide RNA 
(sgRNA) dar.[122] Dabei wird die crRNA mit der tracrRNA kovalent fusioniert und ist so nicht 
nur durch komplementäre Basen mittels Wechselwirkungen verbunden (Abbildung 12).[122] 
 
 
Abbildung 12: Das prokaryotische CRISPR/Cas9-Immunsystem gegenüber der Anpassungen 
für in vitro Anwendungen. Palindromische repeats (schwarz), spacer (grau, rot), pre-CRISPR-RNA 
(pre-crRNA), transaktivierende CRISPR-RNA (tracrRNA), CRISPR-assoziiertes Protein (Cas9), kova-
lent verknüpfte single guide RNA (rot, grün). Gezeigt sind die Transkription, Prozessierung und For-
mation der CRISPR/Cas9-Strukturen gegenüber der plasmid-basierten Expression der CRISPR/Cas9-
Strukturen für in vitro Anwendungen. Modifiziert nach Cavanagh P. und Garrity A., 2014.[110] 
 
Die T-Form besteht dabei aus drei stem loops und einem tetraloop, welche aus der ur-
sprünglichen tracrRNA abgeleitet sind, sowie der 19-20 Basenpaar langen spezifischen Re-
gion, die, vergleichbar zur crRNA, komplementär zur Ziel-Sequenz ist (target complementary 
region) (Abbildung 13).[116] Die so entwickelte sgRNA interagiert mit dem Cas9-Protein in 
der Zielzelle. Daraufhin wird die Ziel-DNA im Genom auf zufällige Art und Weise gesucht.[123] 
Diese muss eine bestimmte Sequenz, eine zwei bis drei Basenpaare lange PAM-Sequenz 
besitzen, um erkannt zu werden.[122][124] 
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Abbildung 13: Schematische Abbildung der sgRNA. Gezeigt sind stem loop 1-3 und tetraloop ab-
geleitet aus tracrRNA (hell) sowie target complementary region abgeleitet aus crRNA (dunkel). Modifi-
ziert nach Cavanagh P. und Garrity A., 2014.[110][116] 
 
Diese Sequenz befindet sich ein Nukleotid downstream der zur sgRNA komplementären Re-
gion (Cas9 aus Streptococcus pyogenes: 5‘-NGG).[125] Beim Design des CRISPR/Cas9-
Systems muss beachtet werden, dass die Sequenz der sgRNA und des PAM komplementär 
zur Ziel-DNA gewählt wird. Dann ist das Cas9-Protein, genauer die PAM-interacting-
Domäne, in der Lage, die Basenpaare der DNA upstream des PAM zu trennen und die tar-
get-complementary region der sgRNA kann sich mit der Ziel-DNA verbinden.[123] Anschlie-
ßend können die Nukleasedomänen, RuvC und HNH, einen DSB in der Ziel-DNA nach der 
dritten Base upstream des PAM induzieren.[116] Wie auch in anderen Proteinen sind die HNH- 
und RuvC-Domänen des Cas9-Proteins in der Lage, einzelsträngige DNA zu schneiden und 
weisen eine hohe Homologie zu anderen HNH- und RuvC-Domänen auf.[119][126]-[129] Dabei 
schneidet die HNH-Domäne den zur gRNA komplementären DNA-Strang, wobei die RuvC-
Domäne den nicht-komplementären Strang schneidet.[119] So kann die genaue zu adressie-
rende Stelle im Genom ermittelt werden. 
Eine Editierung des Genoms kann nun über mehrere Möglichkeiten der DNA-Reparatur er-
folgen (Abbildung 14). Wird ein DSB induziert, muss dieser für das Überleben der Zelle 
wieder geschlossen werden, wobei Modifikationen eingebracht werden können. Über nicht-
homologe Endverknüpfung (non-homologous end joining, NHEJ) repariert die Zelle den DSB 
alleine und zufällig.[130] Mutationen entstehen durch Einbau und Deletion (insertion/deletion, 
indel) zufälliger Basenpaare. Dies kann zu Gen-knock-outs führen, indem ein frame shift ein-
geleitet oder ein frühzeitiger stop codon eingebaut wird.[124] Eine weitere Möglichkeit, Mutati-
onen in ein bestimmtes Gen einzubringen, ist die Homologie-gerichtete Reparatur (homolo-
gy-directed repair, HDR).[131] Hierbei soll die DNA anhand von präziser, dafür konzipierter 
DNA-Korrekturvorlagen repariert werden. Dieser Vorgang wird also dazu benutzt, einen Ba-
senaustausch oder einen Gen-knock-in durchzuführen. Es können neben doppelsträngigen 
(double stranded, ds) DNA-Vorlagen auch einzelsträngige (single stranded, ss) Oligodes-
oxynukleotide (ODN) oder virale Plasmide (adeno-associated virus, AAV) verwendet wer-
den.[124][132][133] 
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Abbildung 14: Genome editing durch Reparatur von DSB. Doppelstrangbruch (DSB), single guide 
RNA (sgRNA), nichthomologe Endverknüpfung (non-homologous end joining, NHEJ), Homologie-
gerichtete Reparatur (homology-directed repair, HDR), Korrekturvorlage (template), Einbau und Dele-
tion (insertion/deletion, indel), Genomeditierung (gene editing). Gezeigt ist die Reparatur der DSB 
über NHEJ und zufällige indel-Mutationen mit resultierendem frame shift oder stop codon und Gen-
knock-out sowie über HDR durch präzise Reparatur anhand einer DNA-Korrekturvorlage mit resultie-
rendem Basenaustausch oder Gen-knock-in. Modifiziert nach Ran et al., 2013.[124] 
 
Weitere Möglichkeiten bietet das CRISPR/Cas9-System für die Genomeditierung durch Mo-
difikationen des Cas9-Proteins. Bei entsprechender Mutation (Deletion einer Domäne des 
Cas9) können auch nur Einzelstrangbrüche (ESB) durchgeführt werden. So entsteht aus 
dem Cas9-Protein eine DNA-Nickase, die in der Lage ist ESB statt DSB mit gleichbleibender 
Spezifität durchzuführen.[134] Des Weiteren kann die Nuklease-Aktivität des Cas9-Proteins 
gänzlich deaktiviert werden, wobei zusätzlich eine Fusion zu einer Cytidin-Deaminase einge-
führt wird. So kann die Spezifität des Cas9-Proteins für einen Ein-Basen-Austausch mittels 
Deaminaseaktivität verwendet werden.[135][136]  
 
 
1.4.3 Möglichkeiten der genetischen Veränderung von hämatopoetischen Stamm- und 
Vorläuferzellen  
Damit der Einsatz beider Bestandteile des CRISPR/Cas9-Systems in Zielzellen gewährleistet 
ist, muss die Effizienz für jeden Organismus bzw. für jede Zielzelle spezifisch angepasst 
werden. Es besteht die Möglichkeit, sgRNA und Cas9-Protein auf je einem Plasmid oder auf 
einem gemeinsamen Plasmid in den Zielzellen zu exprimieren. Hierfür ist ein Kodon-
optimiertes Cas9-Protein essenziell.[131] Der Vorteil hierbei ist das technisch einfache Ein-
bringen von Plasmiden in Zielzellen. Jedoch muss die Zelle in der Lage sein, das 
CRISPR/Cas9-System selbst zu exprimieren. Um die Effizienz in humanen CD34+ hämato-
poetischen Stamm- und Vorläuferzellen (hematopoietic stem and progenitor cells, HSPCs) 
zu erhöhen, etablierten Gundry et al., 2016 ein Protokoll zur Nukleofektion des formierten 
und aktivierten RNP-Komplexes. Die Effizienz der DSB konnte so erheblich gesteigert wer-
den.[137] 
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1.5 Ziele der Arbeit 
Das KMT2A-Protoonkogen ist ein häufiges Ziel für chromosomale Translokationen. Eine 
KMT2A-Translokation kommt in 10 % aller Leukämien[138] und in 80 % aller Leukämien im 
Kleinkindesalter[38] vor. Trotz der Anwendung von aggressiven Therapieregimes sind 
KMT2A-rearrangierte Leukämien noch immer mit einer schlechten Prognose assozi-
iert.[2][22][138] Die Entwicklung innovativer therapeutischer Strategien ist daher dringend erfor-
derlich.  
Physiologisch kodiert das KMT2A-Gen für eine Histon-Methyltransferase, die sich mit weite-
ren Proteinen zu einem großen nukleären Proteinkomplex zusammensetzt und dabei die 
epigenetische Expression von verschiedenen Genen reguliert, welche für die Hämatopoese 
wesentlich sind.[25]-[27][30]-[35] Als Folge chromosomaler Translokationen erwirbt das KMT2A-
Gen durch eine Fusion mit verschiedenen Translokationspartnergenen, wie AFF1 und 
MLLT3, neue Funktionalitäten.[30][45] 
Unterschiedliche Modellsysteme sind bereits entwickelt, um die Rolle der MLL-
Fusionsproteine als transkriptionelle und epigenetische Schlüsselregulatoren der leukämi-
schen Pathogenese zu charakterisieren.[93]-[98] Jedoch beruhen die bisherigen Modelle haupt-
sächlich auf Mausmodellen und sind daher von eingeschränkter Aussagekraft, da es signifi-
kante Unterschiede zwischen den genetischen Profilen von Maus und Mensch gibt.[99] Auch 
die Verwendung von menschlichen Zellen spiegelt nicht die eigentliche Krankheitsbiologie 
wider. Hier werden hauptsächlich virale Onkogene mit supraphysiologischen Expressionen 
eingesetzt, die zu unvorhersehbaren biologischen Effekten in der Zelle führen.[95][100]-[102] Bei 
der Verwendung von primären Patientenzellen werden fast ausschließlich Xenograftmodelle 
genutzt, da Patientenzellen bekanntermaßen in in vitro Kulturen rasch ausdifferenzieren und 
die Apoptose induziert wird.[87]-[91][103] Schneidawind (früher Büchele) et al. liefern erste Er-
kenntnisse für ein humanes KMT2A-Translokationsmodell, in dem die Mutation induziert wird 
und so die Onkogenexpression unter endogenen Promotoren verläuft.[105]-[107] Limitationen 
hinsichtlich der Effizienz beschränken bisher die Verwendbarkeit des Modells.[106][107] 
Das CRISPR/Cas9-System bietet eine innovative Form der Genomeditierung, indem Gene 
mittels dafür entworfener sgRNA adressiert und schließlich mittels der Nuklease Cas9 modi-
fiziert werden können.[116][122]-[124][130][131] Das System kann sehr variabel in vielerlei Zielzellen 
eingesetzt werden und stellt eine Verbesserung gegenüber herkömmlicher Nukleasen wie 
Zink-Finger-Nukleasen (ZFN) und TALENs dar.  
In dieser Arbeit soll folglich das CRISPR/Cas9-System zur Etablierung eines humanen 
KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodells verwendet werden, das molekulargenetisch, 
phänotypisch und morphologisch KMT2A-rearrangierten Patientenzellen ähnelt. Die MLL-
Fusion soll hierbei patientengetreu als Kompletttranslokation in humanen CD34+-
Nabelschnurblutstammzellen imitiert werden. Dabei steht die Expression des Onkogens un-
ter der Kontrolle des endogenen Promoters. Die CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-
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rearrangierten Zellen sollen anschließend charakterisiert und mit Patientenzellen verglichen 
werden. Hinsichtlich bekannter Parameter kann so die Verlässlichkeit des Modells gewähr-
leistet werden.  
Als besonderer Vorteil können so innovative Zielstrukturen für spätere therapeutische Ansät-
ze aufgrund der KMT2A-Translokation als Einzelmutation identifiziert und validiert werden. 
Im Folgenden eignet sich das KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodell idealerweise als 
explorative Plattform zur Testung dieser therapeutischen Zielstrukturen.  
Die Inhibition der bekannten KMT2A-translokationsspezifischen Zielstruktur der Methyltrans-
ferase DOT1L zeigt keine ausreichende Effektivität in klinischen Studien.[49] Eine Verbesse-
rung der therapeutischen Strategie unter Verwendung eines PRMT5-Inhibitors [50] in Kombi-
nation soll in CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierten Zellen getestet werden und 
könnte neue Erkenntnisse diesbezüglich liefern. Des Weiteren sollen weitere innovative Ziel-
strukturen zur Verbesserung der therapeutischen Möglichkeiten identifiziert und deren Inhibi-
tion getestet werden. Ein schematischer Überblick der Zielsetzung ist in Abbildung 15 dar-
gestellt.  
 
 
Abbildung 15: Schematischer Überblick der Zielsetzung. Gezeigt ist die Etablierung des KMT2A-
CRISPR/Cas9-Translokationsmodells aus gesunden humanen Stamm- und Vorläuferzellen (schwar-
zes Personen-Piktogramm, graue Zellen). Die DSB im KMT2A- (rot) und Translokationspartnergen 
(grün) führen zur Translokation und einer onkologischen Transformation. Nach der Generierung einer 
reinen Zellpopulation folgt die Charakterisierung. Die nachfolgenden Effekte der KMT2A-Translokation 
als Einzelmutation tragen zur Identifizierung innovativer Zielstrukturen bei. Das unbegrenzt wachsen-
de in vitro Modell kann im Folgenden zur Testung innovativer Inhibitoren verwendet werden. Die Er-
kenntnisse stellen eine Basis für verbesserte therapeutische Ansätze dar und werden für eine klini-
sche Anwendung vorgeschlagen.  
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2 Material 
2.1 Bakterienstämme, Zelllinien und Primärzellen 
Tabelle 8: Bakterienstämme, Zelllinien und Primärzellen 
American Type Culture Collection (ATCC); Genetik: Gesamtchromosomenanzahl, Geschlechtschro-
mosomen, betroffene Chromosomen und Art der Abnormalität, Bande; fehlend (-), zusätzlich (+), Mar- 
kerchromosom (mar), Deletion (del), Derivat (der), Translokation (t), Addition (add), Isochromosom (i) 
Bezeichnung Herkunft, Hauptsitz 
mononukleäre Zellen aus 
Nabelschnurblut (cord blood 
mononuclear cells, CBMCs) 
Ethikvotum 751/2015BO2 der Ethikkommission der Universität Tübingen,  
in Kooperation mit der Abteilung Kinderheilkunde IV – Neonatologie  
des Universitätsklinikums Tübingen 
K562 
Klassifikation 
Genetik 
ATCC, Manassas, Vereinigte Staaten von Amerika 
CML 
61-68<3n>XX, -X, -3, +7, -13, -18, +3mar, del(9)(p11/13), der(14)t(14;?) 
(p11;?), der(17)t(17;?)(p11/13;?), der(?18)t(15;?18)(q21;?q12), del(X)(p22) 
SKM-1 
Klassifikation 
Genetik 
ATCC, Manassas, Vereinigte Staaten von Amerika 
AML M5 
43(38-43)<2n>XY, +1, -12, -14, -20, -21, t(1;19)(q21;q13), del(2)(p11), 
del(9)(q12), add(17)(p1?) - sideline mit idem, der(10)t(10;?21)(p11;q11), -21 
SEM 
Klassifikation 
Genetik 
ATCC, Manassas, Vereinigte Staaten von Amerika 
ALL 
45(40-46)<2n>XX, -13, t(4;11)(q21;q23), del(7)(p14) 
THP-1 
Klassifikation 
Genetik 
ATCC, Manassas, Vereinigte Staaten von Amerika 
AML M5 
94(88-96)<4n>XY/XXY, -Y, +1, +3, +6, +6, -8, -13, -19, -22, -22, +2mar, add(1) 
(p11), del(1)(q42.2), i(2q), del(6)(p21)x2-4, i(7p), der(9)t(9;11)(p22;q23)i(9) 
(p10)x2, der(11)t(9;11)(p22;q23)x2, add(12)(q24)x1-2, der(13)t(8;13) 
(p11;p12), add(?18)(q21) 
Mono-Mac-6 
Klassifikation 
Genetik 
ATCC, Manassas, Vereinigte Staaten von Amerika 
AML M5 
84-90<4n>XX/XXX, -Y, +6, +7, -12, -13, -13, -16, -16, +2mar, t(9;11) 
(p22;q23)x2, add(10)(p11)x2, add(12)(q21), del(13)(q13q14)der(13)t(13;14) 
(p11;q12)x2, der(17)t(13;17)(q21;p11)x2 
E.coli DH5α Competent Cells Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
 
 
2.2 Software  
Tabelle 9: Software 
Bezeichnung Hersteller, Hauptsitz 
CRISPRscan [139] Giraldez Lab, Yale, Vereinigte Staaten von Amerika 
DESeq2 V1.18.1 [140] Bioconductor, Buffalo, Vereinigte Staaten von Amerika 
Ensembl genome browser 97 [141] Europäisches Institut für Bioinformatik, Hinxton, Vereinigtes Königreich 
FACS DIVA BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
FastQC V0.11.4 Babraham Bioinformatics, Cambridge, Vereinigtes Königreich 
FlowJo V10 TreeStar, FlowJo LLC, Ashland, Vereinigte Staaten von Amerika 
GenomicAlignments V1.14.2 [140] Bioconductor, Buffalo, Vereinigte Staaten von Amerika 
Gen V2.0 Data Analysis Software BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Deutschland 
GraphPad PRISM 8 GraphPad Software Inc., San Diego Vereinigte Staaten von Amerika 
GSEA V3.0 [142][143] Broad Institute, Inc., Cambridge, Vereinigte Staaten von Amerika 
Ikaros Karyotypisierungs-System MetaSystems Hard & Software GmbH, Altlußheim, Deutschland 
ImageJ 1.48v National Institutes of Health, Bethesda, Vereinigte Staaten von Amerika 
ImageStudio Lite V5.2 Li-Cor Biosciences Inc., Lincoln, Vereinigte Staaten von Amerika 
MSigDB database V7.0 [143][144] Broad Institute, Inc., Cambridge, Vereinigte Staaten von Amerika 
NCBI’s Gene Expression Omnibus 
[145][146] 
National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Vereinigte 
Staaten von Amerika 
NIS elements  Nikon Corporation, Tokyo, Japan 
Primer3web Version 4.1.0 [147][148][149] National Institutes of Health, Bethesda, Vereinigte Staaten von Amerika 
Samtools V1.1 Genome Research Limited, Hinxton, Vereinigtes Königreich 
STAR V2.5.4b GitHub, Inc., San Francisco, Vereinigte Staaten von Amerika 
Surrogate variable analysis V3.26.0 
[140] 
Bioconductor, Buffalo, Vereinigte Staaten von Amerika 
ZEN 3.0 blue edition Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 
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2.3 Geräte  
Tabelle 10: Geräte 
Bezeichnung Hersteller, Hauptsitz 
Abzüge 
Niedrigraum-Tischabzug Scala 
 
WALDNER Laboreinrichtungen GmbH & Co. KG, Wangen, Deutschland 
Autoklav Wesa AG, Eupen, Belgien 
Bunsenbrenner Carl Friedrich Usbeck KG, Radevormwald, Deutschland 
Durchflusszytometer 
FACSCanto II 
LSRFortessa 
 
BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
Eismaschine 
Scotsman AF100 
 
Hubbard Systems Inc., Great Blakenham, Vereinigtes Königreich 
Elektrophorese 
Bioanalyzer 2100 
PerfectBlue Horizontal Mini  
Gel System 
Mini-PROTEAN Tetra Cell 
 
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Vereinigte Staaten von Amerika 
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 
 
Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, Vereinigte Staaten von Amerika 
Elektrophorese-Netzgerät 
Consort EV2310 
 
Consort bvba, Turnhout, Belgien 
Elektroporationssysteme 
Lonza 4D-Nucleofector 
 
Lonza Group AG, Basel, Schweiz 
Fluoreszenz-Reader 
Synergy HTX Multi-Mode 
Reader. 
 
BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Deutschland 
Gefrierbehälter 
Mr.Frosty 
 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Geldokumentation 
EBOX VXY2 
 
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 
Heizblock 
AccuBlock Digital Dry Bath 
 
Labnet International, Inc., Edison, Vereinigte Staaten von Amerika 
Inkubatoren 
HERAcell 150 
Binder C170 
 
Heraeus Instruments, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 
BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland 
Kameras 
Nikon Digital Sight 
Axiocam 105 color 
 
Nikon Corporation, Tokyo, Japan 
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 
Kühlgeräte 
BIOSAFE 420  
+ BIOSAFE Control ß 
HERAfreeze HFU B Serie 
-86 °C-Ultratiefkühlschrank 
Liebherr premium 
 -20 °C und 4 °C 
 
Cryotherm GmbH & Co. KG, Kirchen, Deutschland 
 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
 
Liebherr-International Deutschland GmbH, Biberach an der Riß, 
Deutschland 
Magnete 
MidiMACS Separator 
 
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Mikroskope 
Nikon Eclipse TS100 
Zeiss Primovert 
Zeiss Axiovert 25 
Zeiss Axio Imager M2 
Zeiss Axiophot 
 
Nikon Corporation, Tokyo, Japan 
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland  
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 
Mikrowelle 
LG MG-3822G 
 
LG Electronics Inc., Seoul, Südkorea 
Mischer 
IKA KS250 basic 
IKA MS2 Minishaker 
Sunlab Rollenmischer  
SU1400 D-8400 
 
IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland 
IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland 
neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Objektträgerverarbeitungssystem 
Vysis HYBrite Hybridization 
System 
 
Abbott Laboratories AG, Chicago, Vereinigte Staaten von Amerika 
Photometer 
NanoDrop 2000c 
 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Pipettierhilfen 
Pipetboy 
MultipetteE3 
Eppendorf Research plus 
 
INTEGRA Biosciences AG, Zizers, Schweiz 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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Reinstwasseranlage 
TKA GenPure 
 
TKA Wasseraufbereitungssysteme GmbH, Niederelbert, Deutschland 
Rühr-Heiz-Platten 
IKA Magnetrührer RCT basic 
 
IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland 
Sterilbänke 
HS 18/2 
LaminAir HBB 2448 
 
Heraeus Instruments, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 
Heraeus Instruments, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 
Thermocycler 
T100Thermal Cycler 
LightCycler® 480 Instrument II 
 
Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, Vereinigte Staaten von Amerika 
Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz 
Thermoschüttler 
TS basic 
 
CellMedia GmbH & Co. KG, Elsteraue, Deutschland 
Ultraschallbad 
Sonorex Super RK 255 H 
Sonopuls Serie 2000 
 
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland 
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland 
UV-Tisch 
Transilluminator UST-20M-BE 
 
biostep GmbH, Burkhardtsdorf, Deutschland 
Vakuumpumpe 
VACUSAFE 
 
INTEGRA Biosciences AG, Zizers, Schweiz 
Waagen 
M-prove  
d = 0,01 g 
AT261DeltaRangeFact 
d = 0,01 mg 
 
Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
 
Mettler-Toledo GmbH, Gießen, Deutschland 
Wasserbäder 
GFL 1083 
 
Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland 
Western-Blot 
Mini Trans-Blot Cell 
Odyssey CLx 
 
Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, Vereinigte Staaten von Amerika 
Li-Cor Biosciences Inc., Lincoln, Vereinigte Staaten von Amerika 
Zählkammer 
Neubauer-Zählkammer 
 
Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim vor der Rhön, Deutschland 
Zentrifugen 
Shandon Cytospin 3 
Megafuge 1.0R 
Micro Star 17R  
Multifuge X3R 
Fresco 17 
 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Heraeus Instruments, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland  
Heraeus Instruments, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 
Heraeus Instruments, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 
 
 
2.4 Verbrauchsmaterial 
Tabelle 11: Verbrauchsmaterial 
Bezeichnung Hersteller, Hauptsitz 
Deckgläser 
20 x 24 x 0,4 mm 
24 x60 x 0,13-0,16 mm 
 
neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland 
R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland 
Dispenser-Spitzen 
Combitips advanced 5 mL 
 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Einfrierröhrchen 
Cryo.s 2 mL 
 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
Einmalhandschuhe 
S, M, L 
 
PAUL HARTMANN AG, Heidenheim, Deutschland 
Filterkarten 
Shandon FilterCards 
 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Filterpapier 
Whatman 50x60cm  
Gel blot paper GB003 
 
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Glaspipetten 
Pasteur Capillary Pipettes  
230 mm 
 
Wilhelm Ulbrich GdbR, Bamberg, Deutschland 
Kanülen  
Microlance 3 1,2 x 40 mm 
 
Becton Dickinson, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
Membran 
Immobilon-FL PVDF, 0,45 µm,  
26,5 cm x 3,75 m-Rolle 
 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Mikroreaktionsgefäße 
0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL 
 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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Objektträger 
SuperFrost 
SuperFrost Plus 
 
R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland 
R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland 
Pipettenspitzen 
TipOne 10 µL, 100 µL, 200 µL 
Biosphere 1250 µL 
 
STARLAB INTERNATIONAL GmbH, Hamburg, Deutschland 
SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 
Rundbodenröhrchen 
5 mL 
 
Corning Incorporated, New York, Vereinigte Staaten von Amerika 
Säulen 
LS column 
 
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Spritzen 
1 mL, 2 mL, 5 mL, 20 mL 
 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland 
Stabpipetten 
5 mL, 10 mL, 25 mL 
 
Corning Incorporated, New York, Vereinigte Staaten von Amerika 
Zellkulturflaschen  
75 cm2 
 
Corning Incorporated, New York, Vereinigte Staaten von Amerika 
Zellkulturplatten 
96-Well, Flachboden 
96-Well, Rundboden 
48-Well, Flachboden 
24-Well, Flachboden 
 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
Corning Incorporated, New York, Vereinigte Staaten von Amerika 
Corning Incorporated, New York, Vereinigte Staaten von Amerika 
Zellkulturschalen 
35 x 10 mm 
145 x 20 mm 
 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
Zentrifugenröhrchen  
15 mL, 50 mL 
 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
 
 
2.5 Chemikalien, verbrauchsfertige Reagenzien und Kitsysteme 
Tabelle 12: Chemikalien, verbrauchsfertige Reagenzien und Kitsysteme 
Bezeichnung Hersteller, Hauptsitz 
AccuPrime Pfx DNA  
Polymerase 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
 
Rotiphorese® Gel 30  
(37,5:1) 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Agar-Agar,  
BioScience 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Albumin Fraktion V, proteasefrei 
Bovines Serumalbumin (BSA) 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumpersulphat  
(APS) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
SeaKem LE Agarose Lonza Group AG, Basel, Schweiz 
alamarBlue Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Ampicillin Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
ARA-cell STADA GmbH, Bad Vilbel, Deutschland 
Biocoll Separating Solution  
1,077 g/mL 
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Bromphenolblau  
Natriumsalz 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland  
Cas9 with NLS PNAbio Inc., Thousand Oaks, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD34 MicroBead Kit UltraPure, 
human 
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Complete tablets Mini Easypack  
30 tablets 
Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz 
CryoStor CS10 STEMCELL Technologies Inc., Vancouver, Kanada 
Dimethylsulfoxide  
(DMSO) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat 
(Na2HPO4) 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Dulbecco’s Phosphate Buffered  
Saline (PBS) 
gibco, Life Technologies Limited AG, Paisley, Vereinigtes Königreich 
dNTP Mix Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
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Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N′,N′-tetraessigsäure 
(EGTA) 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
EPZ004777 Tocris Bioscience, Bristol, Vereinigtes Königreich 
EPZ015666 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
EPZ015938 Selleck Chemicals LLC, Houston, Vereinigte Staaten von Amerika 
EPZ5676 Selleck Chemicals LLC, Houston, Vereinigte Staaten von Amerika 
Essigsäure 100 % 
(CH3COOH) 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol 
(C2H2OH) 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Euparal Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
FcR Blocking Reagent Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Fetales Kälberserum  
(fetal bovine serum, FBS) 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
FITC Annexin V Apoptosis Detection 
Kit 
BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
 
Fixogum (Rubber Cement) Zytomed Systems GmbH, Berlin, Deutschland 
Formaldehydlösung 4 %, gepuffert, 
pH 6,9 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
FITC BrdU Flow Kit BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
GelRed Biotium, Inc., Fremont, Vereinigte Staaten von Amerika 
GeneRuler Low Range DNA  
Ladder  
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Giemsas Azur-Eosin-
Methylenblaulösung 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
L-Glutamine 
(200 mM) 
Lonza Group AG, Basel, Schweiz 
Glycerol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Heparin-Natrium-25000 Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland 
HEPES Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Insulin solution human Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Iscove's Modified Dulbecco's Medium 
(IMDM) 
Lonza Group AG, Basel, Schweiz 
Kaliumchlorid 
(KCl) 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat 
(KH2PO4) 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
KAPA HiFi PCR Kit Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz 
KaryoMax Colcemid Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Latex beads 
3,0 µm 
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
LB-Medium (Lennox) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Magnesiumchlorid 
(MgCl2) 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Maxima SYBR Green qPCR  
Master Mix 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
May-Grünwalds Eosin-
Methylenblaulösung modifiziert 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Methanol 
(CH3OH) 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
MethoCult H4230 STEMCELL Technologies Inc., Vancouver, Kanada 
MEM Non-Essential Amino Acids 
Solution (100X) (NEAA) 
gibco, Life Technologies Limited AG, Paisley, Vereinigtes Königreich 
Milchpulver AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
MLL Breakapart probe Cytocell Limited, Cambridge, Vereinigtes Königreich 
Natriumazid 
(NaN3) 
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Natriumchlorid  
(NaCl) 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
(tri-)Natriumcitrat Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Natriumdiphosphat  
(Na4P2O7) 
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Natriumdesoxycholat  
(DOC) 
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Natrium-Dodecylsulfalt  
(sodium dodecyl sulfate, SDS) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Natriumfluorid 
(NaF) 
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
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Natriumpyruvate  
(100 mM) 
gibco, Life Technologies Limited AG, Paisley, Vereinigtes Königreich 
NEB Hi-Scribe T7 Kit New England Biolabs Inc., Ipswich, Vereinigte Staaten von Amerika 
NEB Puffer 2 New England Biolabs Inc., Ipswich, Vereinigte Staaten von Amerika 
NextSeq 500 High Output Kit v2.5 75 
Cycles 
Illumina Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
NP40 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
NucleoBond Xtra Maxi Plus EF MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 
NucleoSpin DNA RapidLyse Kit MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 
Kit 
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 
NucleoSpin RNA Kit MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 
P3 Primary Cell 4D-Nucleofector X 
Kit S 
Lonza Group AG, Basel, Schweiz 
PageRuler Plus Prestained Protein 
Ladder 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Penicillin-Streptomycin 10.000 U/mL  
(P/S) 
Lonza Group AG, Basel, Schweiz 
PF-9366 Carbosynth Ltd., Berkshire, Vereinigtes Königreich 
QuantSeq 3′ mRNA-Seq Library Prep 
Kit FWD 
Lexogen GmbH, Wien, Österreich 
Random Hexamers Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
RevertAid H Minus Reverse Tran-
scriptase 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
RevitaCell Supplement Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
RiboLock RNase Inhibitor Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
RNaseZAP Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI) 1640 Medium 
gibco, Life Technologies Limited AG, Paisley, Vereinigtes Königreich 
StemMACS HSC Expansion Media 
XF, human 
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Salzsäure rauchend 37 %  
(HCl) 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Sucrose Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
T7 Endonuclease I New England Biolabs Inc., Ipswich, Vereinigte Staaten von Amerika 
Tetramethylethylendiamin  
(TEMED) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
TRIS-acetat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
TRIS-HCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
TruSeq RNA Library Prep Kit v2 Illumina Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
TruSeq Stranded Total RNA Illumina Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
Trypan Blue solution  
0.4 % 
Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika 
Trypsin-EDTA (0.25 %), 
phenol red 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika 
Tween20 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Wasser 
für Chromatographie 
nukleasefrei 
 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 
Xylencyanol FF Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
Zellzusätze 
SR-1, UM-729 
 
STEMCELL Technologies Inc., Vancouver, Kanada 
Zytokine 
FLT3-L, SCF, TPO, 
G-CSF, IL-3, IL-6 
 
PeproTech, Inc., Rocky Hill, Vereinigte Staaten von Amerika 
ZytoLight FISH-Cytology Implemen-
tation Kit 
ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Deutschland 
z-Vad-FMK AdooQ BioScience LLC, Irvine, Vereinigte Staaten von Amerika 
Zymo RNA Clean & Concentrator Kit Zymo Research, Irvine, Vereinigte Staaten von Amerika 
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2.6 Rezepturen für Puffer und Medien 
Tabelle 13: Rezepturen für Puffer und Medien 
Bezeichnung Zusammensetzung 
2 % Agarose-Gel TAE-Puffer 
2 % Agarose 
1:10.000 GelRed 
2 x Natriumcitrat-Puffer 0,3 M NaCl 
30 mM tri-Natriumcitrat  
pH 7.0 mit HCl 
4x Lämmli-Puffer H2O  
25 mM TRIS-HCl pH 6,8 
8,2 % SDS 
25,8 % Glycerol 
5 % ß-Mercaptoethano 
400 µg/mL Bromphenolblau 
5 % Milchpulver-Suspension TBS-T 
5 % Milchpulver 
5x Na2HPO4 44,7 g Na2HPO4 
ad 1 L H2O 
6 % SDS-Polyacrylamid-Sammelgel 3,2 mL H2O 
1,13 mL Acrylamid 30 % 
1,75 mL TRIS pH 6,8 0,5 M 
70 µL SDS 10 %  
70 µL APS 10 % 
7 µL TEMED 
10x Agarose-Ladepuffer 0,08 % Bromphenolblau 
0,08 % Xylencyanol FF 
1,6 mM EDTA 
0,16 % SDS 
66,7 % Sucrose 
10 % Polyacrylamid-Gel 4,7 mL H2O 
3,3 mL Acrylamid 30 % 
2,0 mL 5x TAE-Puffer 
100 µL APS 10 % 
10 µL TEMED 
10x Polyacrylamid-Ladepuffer 0,025 g Bromphenolblau 
500 µL 10 % SDS 
200 µL 0,5 M EDTA 
3,9 mL Glycerol 
ad 10 mL H2O 
10 % SDS-Polyacrylamid-Trenngel 4,1 mL H2O 
3,3 mL Acrylamid 30 % 
2,5 mL TRIS pH 8,8 1,5 M 
100 µL SDS 10 %  
105 µL APS 10 % 
15 µL TEMED 
20x KH2PO4 90,7 g KH2PO4 
ad 1 L H2O 
Cas9-Reaktionspuffer 20 mM HEPES 
100 mM NaCl 
5 mM MgCl2 
0,1 mM EDTA 
FACS-Buffer PBS 
2 % FBS 
Fixativ  300 mL Methanol 
100 mL Essigsäure 100 % 
halbfestes Medium MethoCult H4230 
50 ng/mL FLT3-L, SCF, TPO, G-CSF, IL-3, IL-6,  
0,375 µM SR-1, UM729 
K562-Medium RPM1 1640 
10 % FBS 
1 % P/S 
Laufpuffer 15,1 g TRIS 
72 g Glycin 
5 g SDS 
ad 5 L H2O 
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Lysogeny broth (LB) -Agar 15 g Agar-Agar 
ad 1 L LB-Medium  
100 µg/mL Ampicillin 
Lysogeny broth (LB) -Medium 10 g LB-Medium (Lennox)  
ad 1 L H2O 
100 µg/mL Ampicillin 
MACS-Puffer PBS  
0,5 % BSA  
2 mM EDTA 
Mono-Mac-6-Medium RPMI1640 
10 FBS 
1 % P/S 
1 mM Glutamin 
1 mM NEAA 
1 mM Na-Pyruvat 
10 µg/mL hu Insulin 
RIPA-Puffer H2O  
1 % NP40 
0,5 % DOC 
0,1 % SDS 
50 mM TRIS pH 8,0 
80 mM NaCl 
50 mM NaF 
20 mM Na4P2O7 
1 mM EDTA 
1 mM EGTA 
1 Tablette Complete tablets Mini Easypack für 10 mL 
SEM-Medium IMDM 
10 % FBS 
1 % P/S 
Sörensen-Puffer 25 mL 20x KH2PO4 
100 mL 5x Na2HPO4 
ad 500 mL H2O 
Stammzellmedium I StemMACS HSC Expansion Medium 
1 % P/S 
50 ng/mL FLT3-L, SCF, TPO, G-CSF, IL-3, IL-6 
0,75 µM SR-1, UM729 
Stammzellmedium II StemMACS HSC Expansion Medium 
1 % P/S 
50 ng/mL FLT3-L, SCF, TPO, G-CSF, IL-3, IL-6 
0,75 µM SR-1, UM729 
20 µM z-Vad-FMK 
Stammzellmedium III StemMACS HSC Expansion Medium 
1 % P/S 
50 ng/mL FLT3-L, SCF, TPO, G-CSF, IL-3, IL-6 
0,75 µM SR-1, UM729 
10 % FBS 
TAE-Puffer H2O 
0,04 M TRIS-acetat 
0,001 M EDTA 
TBS-T 10 mM TRIS pH7,6  
150 mM NaCl 
0,05 %Tween20 
THP-1-Medium RPMI 1640 
10 % FBS 
1 % P/S 
Transferpuffer 43,58 mM TRIS 
39 mM Glycin 
20 %Methanol  
Trypanblau 0,04 % 1 mL Trypanblau 0.4 % 
9 mL PBS 
Verdünnte May-Grünwald-
Färbelösung  
(1:2) 
25 mL Sörensen-Puffer 
25 mL May-Grünwalds Eosin-Methylenblaulösung modifiziert 
Verdünnte Giemsa-Färbelösung  
(1:10) 
45 mL Sörensen-Puffer 
5 mL Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulösung 
Verdünnte Giemsa-Färbelösung 
(1:20) 
47,5 mL Sörensen-Puffer 
2,5 mL Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulösung 
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2.7 Plasmide  
Tabelle 14: Plasmide 
Bezeichnung Hersteller, Hauptsitz 
PX458 Addgene Inc., Watertown, Vereinigte Staaten von Amerika 
 
 
2.8 Primer 
Tabelle 15: Primersequenzen für die sgRNA-Produktion 
KMT2A (MLL), AFF1 (AF4) und MLLT3 (AF9), vorwärts (forward, fwd), rückwärts (reverse, rev) 
Name Sequenz (5’3’) 
MLL sgRNA1 fwd taatacgactcactataGGAGTGGGCATGTAGAGGTAgttttagagctagaaATAGC 
MLL sgRNA2 fwd taatacgactcactataGGAAGTATTTTAGAGATTTTgttttagagctagaaATAGC 
MLL sgRNA3 fwd taatacgactcactataGGAGCTCCTTATAGATGAAGgttttagagctagaaATAGC 
AF4 sgRNA1 fwd taatacgactcactataGGCCATGGCTTTTGGGTAGGgttttagagctagaaATAGC 
AF4 sgRNA2 fwd taatacgactcactataGGTGCCTTCTCAGTCAGTTGgttttagagctagaaATAGC 
AF4 sgRNA3 fwd taatacgactcactataGGCTGCTGTCGATAGTCCTCgttttagagctagaaATAGC 
AF4 sgRNA4 fwd taatacgactcactataGGCTGATCTTGACCATCCATgttttagagctagaaATAGC 
AF9 sgRNA1 fwd taatacgactcactataGGTTTGATGCTAGCAGAGGTgttttagagctagaaATAGC 
AF9 sgRNA2 fwd taatacgactcactataGGATATGGAGAAAGTTGTAGgttttagagctagaaATAGC 
universal rev AGCACCGACTCGGTGCCACT 
 
 
Tabelle 16: Analyseprimer für KMT2A (MLL), AFF1 (AF4) und MLLT3 (AF9) 
vorwärts (forward, fwd), rückwärts (reverse, rev) 
Name Sequenz (5’3’) Produktgröße, Temperatur 
MLL fwd AAGTGACCTTTCTCTCTCCACAGG 
704 bp, 59 °C 
MLL rev ACAGAAAGTCCCCATTTATTCAGGAT 
AF4 fwd GACCTAGCAGTGAAAGTCCATGATAA 
650 bp, 61 °C 
AF4 rev CTGGTAACCGAAATCTTCTCTCTCTT 
AF9 fwd GCCTTGACTTCTCTCTAGCTATGAAA 
621 bp, 60 °C 
AF9 rev AAACTGCTGGGATTACAAGTGTGAG 
 
 
Tabelle 17: Primer für die Identifikation der reziproken Translokationen  
KMT2A (MLL), AFF1 (AF4) und MLLT3 (AF9), vorwärts (forward, fwd), rückwärts (reverse, rev) 
Name Sequenz (5’3’) Produktgröße, Temperatur 
MLL-AF4 fwd ATTCCCTGTTTAAACCAGCTAAAGAA 
400 bp, 60 °C 
MLL-AF4 rev GACATTTTCATCTCAAATCCGTCTTC 
AF4-MLL fwd GCAGTGAAAGTCCATGATAAAGAGAC 
420 bp, 60 °C 
AF4-MLL rev ACAGAAAGTCCCCATTTATTCAGGAT 
MLL-AF9 fwd TTCCCTGTTTAAACCAGCTAAAGAAA 
376 bp, 60 °C 
MLL-AF9 rev TCTTGCACCAAATATTTAGCCAAGTT 
AF9-MLL fwd CAACCTCTGCTAGCATCAAACTTT 
375 bp, 60 °C 
AF9-MLL rev CACCAACAGAAAGTCCCCATTTAT 
 
 
Tabelle 18: Primer für die Identifikation der Translokationen auf cDNA-Ebene per RT-PCR  
KMT2A (MLL), AFF1 (AF4) und MLLT3 (AF9), vorwärts (forward, fwd), rückwärts (reverse, rev) 
Name Sequenz (5’3’) Produktgröße 
MLL-X fwd cDNA AGTGGACTTTAAGGAGGATTGTGAA 
230 bp 
MLL-AF4 rev cDNA TCAGTTTGGTGAGCTTGGCTT 
MLL-X fwd cDNA AGTGGACTTTAAGGAGGATTGTGAA 
200 bp 
MLL-AF9 rev cDNA TGGCAGGACTGGGTTGTTC 
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Tabelle 19: Primer für die RT-qPCR der entsprechenden Zielgene 
Human (hu), ribosomale RNA (rRNA), vorwärts (forward, fwd), rückwärts (reverse, rev) 
Name Sequenz (5’3’) 
18S rRNA fwd CGGCTACCACATCCAAGGAA 
18S rRNA rev GCTGGAATTACCGCGGCT 
hu MEIS1 fwd TGGCCACACGTCACACAGT 
hu MEIS1 rev TTTGTCCTTATCAGGGTCATCATC 
hu HOXA9 fwd ATGAGAGCGGCGGAGACA 
hu HOXA9 rev CGCGCATGAAGCCAGTT 
hu CBX5 fwd GAATATCTACTGAAGTGGAAAGGCTTTT 
hu CBX5 rev AGGGCAATCCAAGTTTTTCTCA 
hu MYB fwd AAAAACTGAAGAAGCTGGTGGAA 
hu MYB rev GCTGGCACTGCACATCTGTT 
hu HMGB3 fwd AAAGGCCACCGTCTGGATTC 
hu HMGB3 rev TGCCACGTCTCCAATAGAGATG 
hu PRMT5 fwd GTGACCCTGAGGCCCAGTTT 
hu PRMT5 rev GAAGTTGTGCAGCCGTACCA 
hu MAT2A fwd TCTTCCAAAGGTTTTGACTACAAGAC 
hu MAT2A rev AGCCAAACATTAAGCCCTGGT 
 
 
2.9 Antikörper und Viabilitätsfarbstoffe 
Tabelle 20: Antikörper und Viabilitätsfarbstoffe 
7-Aminoactinomycin (7-AAD), Phosphatidylserin (Ptd-L-Ser), Fluorescein (FITC), Bromodesoxyuridin 
(BrdU), Cluster of differentiation (CD), Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC), Cyanin (Cy), Alexa 
Fluor (AF), Brilliant Violet (BV), Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), Glycerinaldehyd-3-phosphat- 
Dehydrogenase (GAPDH), Methioninadenosyltransferase 2A (MAT2A), Propidiumiodid (PI) 
Antigen Fluorochrom Klon Hersteller, Hauptsitz 
7-AAD 7-AAD - BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
Ptd-L-Ser FITC AnnexinV - BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
BrdU FITC B44 BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD9 PE eBioSN4/S 
N4 C3-3A2 
eBioscience, Inc., Frankfurt am Main, Deutschland 
CD10 APC/Cy7 HI10a Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD14 AF700 HCD14 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD15 BV605 W6D3 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD19 APC HIB19 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD20 BV421 2H7 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD24 BV650 ML5 BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD32 PE FUN-2 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD33 BV421 WM53 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD34 APC 4H11 eBioscience, Inc., Frankfurt am Main, Deutschland 
CD38 PE/Cy7 HIT2 eBioscience, Inc., Frankfurt am Main, Deutschland 
CD64 APC/Cy7 10.1 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD117 BV711 104D2 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
CD135 PerCP/Cy5.5 BV10A44H2 Biolegend Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika 
GAPDH - 14C10 Cell Signaling Inc., Danvers, Vereinigte Staaten von Amerika 
MAT2A - polyklonal Novus Biologicals, LLC, Centennial, Vereinigte Staaten von Amerika 
Rabbit IgG IRDye 680RD polyklonal Li-Cor Biosciences Inc., Lincoln, Vereinigte Staaten von Amerika 
PI PI - BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von Amerika 
Viability Dye  
eFluor 506 
≈ AmCyan - eBioscience, Inc., Frankfurt am Main, Deutschland 
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3 Methoden 
3.1 Gewinnung von Primärzellen 
3.1.1 Isolation von Blut aus der Nabelschnur 
Humanes Nabelschnurblut (human cord blood, huCB) wurde nach schriftlicher ärztlicher Auf-
klärung von den Ärzten der Frauenklinik entnommen und im Anschluss im Labor anonymi-
siert ohne jegliche Identifizierungskennzeichnungen verarbeitet. Ein entsprechendes Ethikvo-
tum 751/2015BO2 der Ethikkommission der Universität Tübingen lag vor. Das Nabel-
schnurblut wurde in Kooperation mit der Abteilung Kinderheilkunde IV - Neonatologie, ne-
onatologische Intensivmedizin des Universitätsklinikums Tübingen gewonnen. Es wurden 3-
5 mL Heparin-Natrium-25000 in ein 50 mL Zentrifugenröhrchen vorgelegt. Das Blut aus der 
noch mit der Plazenta verbundenen Nabelschnur wurde in die vorbereiteten Röhrchen aus-
gestrichen, bei Raumtemperatur (RT) gelagert und noch am selben Tag, nach Möglichkeit 
innerhalb der ersten Stunde nach Gewinnung, verarbeitet. 
 
 
3.1.2 Isolation mononukleärer Zellen aus Nabelschnurblut 
Die Isolation mononukleärer Zellen aus huCB (cord blood mononuclear cells, CBMCs) wurde 
mittels Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. Zur Trennung der CBMCs wurde das 
synthetische Polymer Biocoll mit einer molekularen Masse von ungefähr 400.000 Da und 
einer Dichte von 1,077 g/mL verwendet. 15 mL Biocoll wurden pro 50 mL Zentrifugenröhr-
chen verwendet. 50 mL huCB wurden mit Phosphatpuffer (phosphate buffered saline, PBS) 
auf 175 mL aufgefüllt, auf fünf Zentrifugenröhrchen verteilt (je 35 mL) und langsam über-
schichtet. Die Dichtegradientenzentrifugation wurde bei 400 x g und RT mit reduzierter Be-
schleunigung und Bremse für 30 min durchgeführt (Abbildung 16).  
 
Abbildung 16: Schematische Abbildung der Dichtegradientenzentrifugation. Gezeigt ist die Pha-
senverteilung nach Überschichtung des verdünnten Nabelschnurblutes und des Polymers (Dichte 
1,077 g/mL) sowie nach Zentrifugation (runder Pfeil). Resultierende Phasen sind die Plasmaphase, 
die Intermediärphase mit mononukleären Zellen (cord blood mononuclear cells, CBMCs), die Poly-
merphase und die Granulozyten- und Erythrozytenphase. 
 
Anschließend wurde die Intermediärphase (Abbildung 16) abgenommen, in drei Zentrifu-
genröhrchen zusammengeführt und mit PBS auf je 50 mL aufgefüllt. Der nächste Wasch-
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schritt erfolgte bei 300 x g und RT für 5 min. Nach Verwerfen des Überstandes wurden die 
Zellpellets zusammengeführt, auf 40 mL mit PBS aufgefüllt und resuspendiert. Vor dem 
Thrombozytenwaschschritt bei 200 x g und RT für 10 min wurden 10 µL Zellsuspension als 
Zählprobe entnommen.  
 
 
3.1.3 Isolation hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut 
Die Isolation von HSPCs aus huCB erfolgte mittels magnetischer Zellseparation (magnetic 
activated cell sorting, MACS) unter Verwendung des human CD34 MicroBead Kit UltraPure 
nach Herstellerangaben basierend auf der ermittelten Gesamtzellzahl. Der Isolationspuffer 
wurde selbst hergestellt (MACS-Puffer). Zunächst erfolgte die Bestimmung der Gesamtzell-
zahl mittels einer Neubauer-Zählkammer. Anschließend wurden die Zellen bei 300 x g und 
RT für 10 min abzentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen in 300 µL MACS-
Puffer pro 108 Zellen resuspendiert. Es wurden 100 µL FcR Blocking Reagent und 100 µL 
CD34 MicroBeads pro 108 Zellen zugegeben und gemischt. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C 
für 30 min. Die überschüssigen beads wurden mit 10 mL MACS-Puffer pro 108 Zellen und 
einem Zentrifugationsschritt bei 300 x g und RT für 10 min entfernt. Die magnetisch markier-
ten Zellen wurden in 500 µL MACS-Puffer pro 108 Zellen resuspendiert. Für die magnetische 
Separation wurden ein MidiMACS Separator und eine LS Column verwendet. Die Säule 
wurde in den Magneten eingesetzt, mit 3 mL MACS-Puffer equilibriert und dann mit der Zell-
suspension beladen. Darauf folgten drei Waschschritte mit je 3 mL MACS-Puffer, wobei das 
Säulenreservoir vor jedem Waschritt leergelaufen sein musste. Der Durchfluss wurde aufge-
fangen. Zuletzt wurde die Säule aus dem Magneten gelöst, auf ein 15 mL Zentrifugenröhr-
chen gesetzt und die CD34+ Zellen mit 5 mL MACS-Puffer mittels des beiliegenden Kolbens 
zügig aus der Säule gespült. Die gewonnenen Zellen wurden anschließend mit einer Kon-
zentration von mindestens 7,5 x 105 Zellen/mL in einer 24-Well-Zellkulturplatte in 1 mL 
Stammzellmedium I pro Well für 48 h bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Die Reinheit wurde 
direkt nach dem Vorgang und 24 h später an einem LSRFortessa und der FACS DIVA Soft-
ware durchflusszytometrisch kontrolliert (Abbildung 17). Durchführung siehe „Kapitel 3.5.3 
Durchflusszytometrie“. 
   
Abbildung 17: Kontrolle der Reinheit CD34+ Zellen nach magnetischer Zellseparation. Aufgerei-
nigte CBMCs wurden direkt nach Isolation mittels magnetischer Zellseparation und nach 24 h in Flüs-
sigkultur durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt sind repräsentative durchflusszytometrische Ana-
lysen.  
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3.2 Entwicklung des CRISPR/Cas9-Systems 
3.2.1 Identifizierung von patientenüblichen Schnittstellen 
Wie bereits in „Kapitel 1.2.2 Pathophysiologische Folgen des KMT2A-Onkogens auf Protein-
ebene“ beschrieben, ist das KMT2A-Gen rearrangierter Leukämien häufig in Intron 9, 10 und 
mit der schlechtesten Prognose in Intron 11 betroffen.[38] Aufgrund dessen wurde Intron 11 
für die Genomeditierung durch das CRISPR/Cas9-System gewählt. Die Nomenklatur der 
Exon- und Intronstruktur basiert hier auf Nilson et al., 1996.[39] Die Schnittstellen des 
CRISPR/Cas9-Systems in den Translokationspartnergenen wurden ebenfalls in den BCRs 
des jeweiligen Gens gewählt. Wie in „Kapitel 1.2.4 Beschreibung der häufigsten Translokati-
onspartner KMT2A-rearrangierter Leukämien“ beschrieben, wurde für AFF1 Exon 3 und für 
MLLT3 Intron 4 adressiert. Die Nomenklatur der Exon- und Intronstruktur basiert hier auf 
Nilson et al., 1997 und Strissel et al., 2000.[82][83] Relevante Sequenzabschnitte sind in An-
hang 1, Anhang 2 und Anhang 3 aus Ensembl genome browser 97 dargestellt.[141] 
 
 
3.2.2 Design von sgRNAs  
Die zu adressierenden Sequenzen wurden mit Hilfe von CRISPRscan analysiert.[139] Es wur-
den sgRNAs für das humane Genom, für Cas9 und mit einem PAM von 5’NGG ausgewählt. 
Ein möglichst hoher CRISPRscore sollte erreicht werden, um eine hohe Effizienz zu gewähr-
leisten. Trotzdem mussten auch off-target-Effekte berücksichtigt werden. Es wurden sgRNAs 
gewählt, für die nach Hsu et al., 2013 (all) und Cong et al., 2013 (seed) keine off-target-
Effekte resultieren sollten.[150][151] 
 
 
3.2.3 Produktion der sgRNAs in vitro 
Die Produktion der sgRNAs in vitro wurde durch eine Polymerasekettenreaktion (polymerase 
chain reaction, PCR) mit anschließender in vitro Transkription nach Gundry et al., 2016 
durchgeführt.[137] Das universelle sgRNA-Rückgrat bestehend aus stem loop 1-3 und tetra-
loop (Abbildung 13) wurde auf Plasmid PX458 bereitgestellt. Dieses wurde aus einer Stich-
kultur isoliert, indem diese auf lysogeny broth (LB)-Agar mit 100 µg/mL Ampicillin mittels 
Vereinzelungstechnik ausgestrichen und das Plasmid anschließend einzelklonal aus 5 mL 
Vorkultur und 500 mL Hauptkultur mittels des NucleoBond Xtra Maxi Plus EF Kits aufgerei-
nigt wurde. Die spezifischen target complementary regions der entsprechenden sgRNAs aus 
CRISPRscan[139] wurden mit Hilfe eines Primers individuell bestellt, sodass die DNA-
Produktion mittels Amplifikation möglich war (Abbildung 18). Die durch CRISPRscan[139] 
erstellten sgRNA-Oligonukleotide beinhalteten zusätzlich zur target complementary region 
einen T7-Promotor, eine Überlappung mit dem sgRNA-Rückgrat und wurden mit einer Modi-
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fikation von „ATAGC“ am 3‘-Ende versehen. Als Rückwärtsprimer wurde ein universeller 
Primer verwendet. Die Primer sind in „Kapitel 2.8 Primer“ in Tabelle 15 hinterlegt. 
 
Abbildung 18: Vereinfachte Übersicht der sgRNA-Produktion in vitro. Gezeigt sind das Plasmid 
PX458 mit sgRNA-Rückgrat (grün), der universelle Rückwärtsprimer (grün) und der modifizierte Vor-
wärtsprimer mit T7-Promotor (schwarz) und individueller target complementary region (rot). Die ge-
wünschte dsDNA (oben) wird amplifiziert und in ssRNA (unten) umgeschrieben.  
 
Für die PCR wurden die Primer in einer Konzentration von 100 µM gelagert und zu einer 
Arbeitskonzentration von 10 µM verdünnt. Die PCR wurde mit dem KAPA HiFi PCR Kit nach 
Herstellerangaben mit leichten Modifikationen durchgeführt (Tabelle 21). 
 
Tabelle 21: PCR-Bedingungen für die sgRNA-Produktion 
Pipettierschema   Programm   
Vorwärtsprimer (10µM) 2 µL  Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 
Universaler Rückwärtsprimer (10µM) 2 µL  Denaturierung  98 °C 5 sec 
PX458 (2-4 ng/µL) 1 µL  Primeranlagerung  60 °C 5 sec 
KAPA HiFi Mix (2x) 10 µL  Elongation  72 °C 10 sec 
H2O nukleasefrei 6 µL  → Wiederholung  22 x 
   Finale Elongation 72 °C 1 min 
gesamt 20 µL  Kühlung 4 °C ∞ 
 
Die PCR-Produkte wurden mittels eines 2 %-igen Agarose-Gels bei 100 V für 45 min unter 
Verwendung von GelRed und der GeneRuler Low Range DNA Ladder aufgetrennt, an-
schließend mithilfe des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits isoliert und in 15 µL H2O 
eluiert. Die in vitro Transkription erfolgte nach Arbeitsplatzvorbereitung mit RNaseZAP mit-
tels NEB Hi-Scribe T7 Kit (Tabelle 22).  
 
Tabelle 22: Inkubationsbedingungen für die in vitro Transkription 
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) 
Pipettierschema   Programm   
DNA (400-1000 ng) 4 µL  Inkubation 37 °C 5 h 
dNTPs 8 µL     
Reaction Buffer (10x) 2 µL     
T7 RNA Polymerase Enzyme Mix 2 µL     
H2O nukleasefrei 4 µL     
gesamt 20 µL     
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Die Reaktion wurde anschließend auf 50 µL aufgefüllt, mittels des Zymo RNA Clean & Con-
centrator Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt und in 25 µL eluiert. Die resultierende 
sgRNA wurde mit einer Endkonzentration von 1 µg/µL aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
 
 
3.2.4 Funktionelle Testung der sgRNAs in vitro 
Für die funktionelle Testung wurde der in vitro cleavage assay verwendet. Genomische DNA 
von K562 Testzellen wurde mittels des NucleoSpin DNA RapidLyse Kits isoliert. Der jeweili-
ge Abschnitt des entsprechenden Gens, der durch das CRISPR/Cas9-System adressiert 
werden sollte, wurde per PCR amplifiziert. Dafür wurden Primer mit Primer3web Version 
4.1.0 designt.[147]-[149] Für die PCR wurden die Primer in einer Konzentration von 100 µM ge-
lagert und zu einer Arbeitskonzentration von 10 µM verdünnt. Die optimale Anlagerungstem-
peratur wurde für jedes Primerpaar individuell titriert und ist in „Kapitel 2.7 Plasmide“ in Ta-
belle 16 hinterlegt. Die PCR wurde mit der AccuPrime Pfx DNA Polymerase nach Hersteller-
angaben mit leichten Modifikationen durchgeführt (Tabelle 23). 
 
Tabelle 23: PCR-Bedingungen für AccuPrime Pfx DNA Polymerase 
Quantum satis (q.s., so viel wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
Vorwärtsprimer (10µM) 1,5 µL  Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 
Rückwärtsprimer (10µM) 1,5 µL  Denaturierung  95 °C 15 sec 
genomische DNA 200 ng  Primeranlagerung  q.s. 30 sec 
Reaction Mix (10x) 5 µL  Elongation  68 °C 30 sec 
AccuPrime Pfx DNA Polymerase 0,5 µL  → Wiederholung  40 x 
H2O nukleasefrei q.s.  Finale Elongation 68 °C 10 min 
gesamt 50 µL  Kühlung 4 °C ∞ 
 
Die PCR-Produkte wurden mittels eines 2 %-igen Agarose-Gels bei 100 V für 45 min unter 
Verwendung von GelRed und der GeneRuler Low Range DNA Ladder aufgetrennt, an-
schließend mithilfe des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits isoliert und in 15 µL H2O 
eluiert. Die hergestellten sgRNAs konnten anhand des so produzierten PCR-Produkts (dsD-
NA) auf Funktionalität getestet werden (Tabelle 24): 
 
Tabelle 24: In vitro cleavage assay 
Quantum satis (q.s., so viel wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
Cas9-Protein (1 µg/µL) 400 ng  
Inkubation  37 °C 10 min 
sgRNA (1 µg/µL) 400 ng  
dsDNA 200 ng     
Cas9-Reaktionspuffer q.s.     
gesamt 20 µL  Inkubation 37 °C 10 min 
 
Das Cas9-Protein und die entsprechende sgRNA wurden im Cas9-Reaktionspuffer für 
10 min bei 37 °C vorinkubiert. Danach wurde die dsDNA zugesetzt und der Ansatz für weite-
re 10 min bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde das Cas9-Protein allein mit dsDNA ver-
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wendet. Die Analyse erfolgte auf einem 10 %-igen Polyacrylamid-Gel bei 100 V für 70 min 
mittels der GeneRuler Low Range DNA Ladder mit anschließender Färbung in 3x GelRed. 
Die Dokumentation erfolgte am Geldokumentationssystem EBOX VXY2.  
 
 
3.2.5 Elektroporation von Zelllinien 
Für die funktionelle Testung der sgRNAs in Zelllinien wurden K562 Zellen verwendet. Dazu 
wurden 1 x 106 Zellen aufgetaut, in PBS gewaschen und zu 1 x 105 Zellen/mL in K562-
Medium bei 37 °C und 5 % CO2 in Kultur genommen. Passagiert wurden sie bei 1 x 106 Zel-
len/mL, um eine gute Proliferation vor der Elektroporation zu gewährleisten. Für die Geno-
meditierung per Nukleofektion wurde das P3 Primary Cell 4D-Nucleofector X Kit S verwen-
det. Hierfür wurde 1 µL Cas9-Protein (1 µg/µL) mit 1 µL der zu testenden sgRNA (1 µg/µL) 
für 15-30 min bei RT in einem 20 µL-Well dem Kit beiliegenden strip inkubiert. Anschließend 
wurden pro Ansatz 3 x 105 K562 Zellen bei 300 x g und RT für 5 min abzentrifugiert und in 
20 µL P3 Solution resuspendiert. Die Zellen wurden in das entsprechende 20 µL-Well über-
führt und vorsichtig mit dem RNP vermischt. Als Kontrollen wurden Ansätze allein mit Cas9-
Protein verwendet und zur Effizienzüberprüfung wurde der Zell-RNP-Suspension zusätzlich 
0,5 µg GFP-Plasmid zugesetzt. Die Nukleofektion wurde mit Programm FF-120 des Lonza 
4D-Nucleofector-Systems durchgeführt. Danach wurde die Zell-RNP-Suspension für 10 min 
bei RT inkubiert und schließlich mit 100 µL vorgewärmtem K562-Medium abgestoppt. Ein 
Ansatz wurde auf jeweils zwei 96-Rundbodenwells à 200 µL K562-Medium verteilt und für 
48 h bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Danach erfolgten die Auswertung der Funktionalität 
der sgRNAs mittels T7-Endonuklease-I-Assay und eine Effizienzmessung des Elektroporati-
onserfolges der GFP+ Zellen mittels Durchflusszytometrie unter der Verwendung eines Viabi-
litätsfarbstoffs am FACSCanto II und der FACS DIVA Software. 
 
 
3.2.6 Funktionelle Testung der sgRNAs in Zelllinien mittels T7-Endonuklease-I-Assay 
Nach Elektroporation der K562 Testzellen wurde genomische DNA mittels des NucleoSpin 
DNA RapidLyse Kits isoliert. Der jeweilige Abschnitt des entsprechenden Gens, der durch 
das CRISPR/Cas9-System adressiert wurde, konnte per PCR amplifiziert werden. Dafür 
wurden die Primer, die zuvor mit Primer3web Version 4.1.0 designt wurden, verwen-
det.[147][148][149] Für die PCR wurden die Primer in einer Konzentration von 100 µM gelagert 
und zu einer Arbeitskonzentration von 10 µM verdünnt. Die optimale Anlagerungstemperatur 
wurde für jedes Primerpaar individuell titriert und ist in „Kapitel 2.8 Primer“ in Tabelle 16 hin-
terlegt. Die PCR wurde mit der AccuPrime Pfx DNA Polymerase nach Herstellerangaben mit 
leichten Modifikationen durchgeführt (Tabelle 25). 
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Tabelle 25: PCR-Bedingungen für AccuPrime Pfx DNA Polymerase 
Quantum satis (q.s., so viel wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
Vorwärtsprimer (10µM) 1,5 µL  Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 
Rückwärtsprimer (10µM) 1,5 µL  Denaturierung  95 °C 15 sec 
genomische DNA 200 ng  Primeranlagerung  q.s. 30 sec 
Reaction Mix (10x) 5 µL  Elongation  68 °C 30 sec 
AccuPrime Pfx DNA Polymerase 0,5 µL  → Wiederholung  40 x 
H2O nukleasefrei q.s.  Finale Elongation 68 °C 10 min 
gesamt 50 µL  Kühlung 4 °C ∞ 
 
Die PCR-Produkte wurden mittels eines 2 %-igen Agarose-Gels bei 100 V für 45 min unter 
Verwendung von GelRed und der GeneRuler Low Range DNA Ladder aufgetrennt, an-
schließend mithilfe des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits isoliert und in 15 µL H2O 
eluiert. Die so gewonnenen PCR-Produkte (dsDNA) enthielten sowohl editierte als auch 
nicht-editierte DNA, da die Zellen die DNA infolge eines induzierten DSBs reparierten und 
durch NHEJ zum Teil veränderte Basenabfolgen resultierten. Mit dem T7-Endonuklease-I-
Assay konnte auf Funktionalität getestet werden, indem die dsDNA zuerst denaturiert wurde, 
um dann kontrolliert und langsam wieder hybridisiert zu werden (Tabelle 26): 
 
Tabelle 26: Hybridisierungsansatz für T7-Endonuklease-I-Assay 
Quantum satis (q.s., so viel wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
NEB Puffer 2 2 µL  Initiale Denaturierung 
 
95 °C 5 min 
dsDNA 200 ng  Gradient  95 °C 
- 85 °C 
-2 K/s 
H2O nukleasefrei q.s.  Gradient  85 °C 
- 25 °C 
-0,1 K/s 
gesamt 19 µL  Kühlung 4 °C ∞ 
 
Bei der erneuten Hybridisierung waren drei verschiedene Strukturen möglich: dsDNA aus 
zwei nicht-editierten Strängen, dsDNA aus zwei editierten Strängen und dsDNA aus einem 
editierten und einem nicht-editierten Strang. Letztere beinhalteten folglich eine Diskrepanz 
der Basenabfolge. Diese konnte von der T7 Endonuklease I erkannt werden und der fehler-
hafte Strang wurde verdaut (Tabelle 27).  
 
Tabelle 27: T7-Endonuklease-I-Assay 
Pipettierschema   Programm   
Hybridisierungsansatz 19 µL  Inkubation 37 °C 15 min 
T7 Endonuklease I 1 µL     
gesamt 20 µL     
 
Die DNA wurde anschließend elektrophoretisch auf einem 10 %-igen Polyacrylamid-Gel se-
pariert und die entstandenen Fragmente stellten folglich die jeweilige Schneideeffizienz dar. 
Die Analyse wurde bei 100 V für 70 min mittels der GeneRuler Low Range DNA Ladder mit 
anschließender Färbung in 3x GelRed durchgeführt und am Geldokumentationssystem 
EBOX VXY2 dokumentiert. Die Quantifizierung erfolgte durch die Software ImageJ 1.48v.[152] 
Methoden   
44 
3.3 Generierung KMT2A-rearrangierter Zellen mittels des CRISPR/Cas9-
Systems 
3.3.1 Elektroporation von hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen aus Nabel-
schnurblut  
Als Zielzellen für die Genomeditierung sollten HSPCs aus huCB verwendet werden. Sowohl 
für eine erste Effizienztestung der einzelnen sgRNAs als auch für die letztendliche Translo-
kationsinduktion mussten HSPCs aus huCB elektroporiert werden. Dazu wurde zunächst, 
wie in „Kapitel 3.1 Gewinnung von Primärzellen“ beschrieben, Blut aus der Nabelschnur ge-
wonnen, CBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert und anschließend HSPCs 
mittels des human CD34 MicroBead Kit UltraPure aufgereinigt. Die Zellen wurden mit einer 
Konzentration von 7,5 x 105 Zellen/mL in Stammzellmedium I für 48 h bei 37 °C und 5 % CO2 
kultiviert, um eine gute Proliferation vor der Elektroporation zu gewährleisten.  
Für die Etablierung der Genomeditierung in Zielzellen per Nukleofektion wurde das P3 Pri-
mary Cell 4D-Nucleofector X Kit S verwendet. Hierfür wurde 1 µL Cas9-Protein (1 µg/µL) mit 
je 1 µL sgRNA (1 µg/µL) für 15-30 min bei RT in einem 20 µL-Well dem Kit beiliegenden strip 
inkubiert. Anschließend wurden pro Ansatz 3 x 105 HSPCs bei 300 x g und RT für 5 min ab-
zentrifugiert und in 20 µL P3 Solution resuspendiert. Die Zellen wurden in das entsprechende 
20µL-Well überführt und vorsichtig mit dem RNP vermischt. Als Kontrollen wurden Ansätze 
allein mit Cas9-Protein verwendet und zur Effizienzüberprüfung wurden der Zell-RNP-
Suspension zusätzlich 0,5 µg GFP-Plasmid zugesetzt. Die Nukleofektion wurde mit Pro-
gramm EO-100 des Lonza 4D-Nucleofector-Systems durchgeführt. Danach wurde die Zell-
RNP-Suspension für 3 min bei RT inkubiert und die Reaktion schließlich mit 100 µL vorge-
wärmtem Stammzellmedium II abgestoppt. Ein Ansatz wurde auf jeweils zwei 96-
Rundbodenwells mit je 200 µL Stammzellmedium II verteilt und für 48 h bei 37 °C und 5 % 
CO2 kultiviert. Anschließend erfolgten eine Untersuchung der Funktionalität nach „Kapitel 
3.3.2 Funktionelle Testung der sgRNAs in hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen 
aus Nabelschnurblut mittels T7-Endonuklease-I-Assay“ sowie eine Effizienzmessung des 
Elektroporationserfolges der GFP+ Zellen mittels Durchflusszytometrie unter der Verwendung 
eines Viabilitätsfarbstoffs am FACSCanto II und der FACS DIVA Software. 
 
 
3.3.2 Funktionelle Testung der sgRNAs in hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzel-
len aus Nabelschnurblut mittels T7-Endonuklease-I-Assay 
Für die funktionelle Testung wurden die sgRNAs separat in HSPCs aus huCB angewendet. 
Nach Elektroporation wurde die jeweilige genomische DNA mittels des NucleoSpin DNA Ra-
pidLyse Kits isoliert. Die Effizienzanalyse erfolgte wie in „Kapitel 3.2.6 Funktionelle Testung 
der sgRNAs in Zelllinien mittels T7-Endonuklease-I-Assay“ beschrieben.  
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3.3.3 Translokationsinduktion in CD34+ Stamm- und Vorläuferzellen aus Nabel-
schnurblut 
Für die Translokationsinduktion mussten HSPCs aus huCB, wie in „Kapitel 3.3.1 Elektropora-
tion von hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut“ beschrieben, 
elektroporiert werden. Die KMT2A-Translokation wurde entweder mit KMT2A sgRNA 3 und 
AFF1 sgRNA 3 oder KMT2A sgRNA 3 und MLLT3 sgRNA 2 durchgeführt, welche jeweils die 
beste Effizienz in CD34+ HSPCs aus huCB zeigten. Dazu wurden je 1 µL Cas9-Protein 
(1 µg/µL) und je 1 µL (1 µg/µL) der jeweiligen sgRNA (insgesamt 2 µL) für 15-30 min bei RT 
in einem 20 µL-Well dem Kit beiliegenden strip des P3 Primary Cell 4D-Nucleofector X Kit S 
inkubiert. Anschließend wurden pro Ansatz 3 x 105 HSPCs bei 300 x g und RT für 5 min ab-
zentrifugiert und in 20 µL P3 Solution resuspendiert. Die Zellen wurden in das entsprechende 
20µL-Well überführt und vorsichtig mit dem RNP vermischt. Als Kontrollen wurden Ansätze 
allein mit Cas9-Protein verwendet. Die Nukleofektion wurde mit dem Programm EO-100 des 
Lonza 4D-Nucleofector-Systems durchgeführt. Danach wurde die Zell-RNP-Suspension für 
3 min bei RT inkubiert und die Reaktion schließlich mit 100 µL vorgewärmtem Stammzellme-
dium II abgestoppt. Ein Ansatz wurde auf jeweils zwei 96-Rundbodenwells à 200 µL Stamm-
zellmedium II verteilt und für 48 h bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Anschließend erfolgte 
eine langfristige Kultur unter Zugabe von 10 % fetalem Kälberserum (fetal bovine serum, 
FBS) in Stammzellmedium III bei 37 °C und 5 % CO2. 
 
 
3.3.4 Zellkultur KMT2A-rearrangierter Zellen 
Nach Isolation der HSPCs wurden diese Zellen für 48 h bei 37 °C und 5 % CO2 in Stamm-
zellmedium I bis zur Elektroporation kultiviert. Danach wurden 20 µM des Caspase-Inhibitors 
z-Vad-FMK hinzugegeben (Stammzellmedium II), um die initiale Apoptose nach Nukleofekti-
on zu blockieren. Weitere 48 h später wurde das Medium mit 10 % FBS supplementiert 
(Stammzellmedium III). In diesem Medium konnten die KMT2A-rearrangierten Zellen lang-
fristig bei einer minimalen Zelldichte von 7,5 x 105 Zellen/mL, einer optimalen Zelldichte von 
1 x 106 Zellen/mL und einer maximalen Zelldichte von 2 x 106 Zellen/mL bei 37 °C und 5 % 
CO2 kultiviert werden, wobei mit Kontrollzellen ebenso verfahren wurde.  
Für die Kryokonservierung wurde dem Medium der Zellzusatz RevitaCell Supplement für 2 h 
zugesetzt. Anschließend konnten die KMT2A-rearrangierten Zellen in CryoStor zu 
1 x 107 Zellen/mL mittels eines Gefrierbehälters bei -80°C eingefroren und anschließend zur 
Langzeitlagerung bei -160 °C aufbewahrt werden. Zum Auftauen wurden die KMT2A-
rearrangierten Zellen kurz im Wasserbad bei 37 °C erwärmt und je 1 mL in 50 mL PBS bei 
300 x g und RT für 5 min gewaschen. Dem Stammzellmedium III wurde bis zur ersten Pas-
sage erneut der Zellzusatz RevitaCell Supplement zugesetzt.  
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3.4 Identifikation der KMT2A-Translokation mittels DNA-Analytik 
3.4.1 Polymerase-Ketten-Reaktion und Sanger-Sequenzierung 
Nach der Elektroporation der HSPCs aus huCB mit je zwei sgRNAs und Cas9-Protein wurde 
die genomische DNA mittels des NucleoSpin DNA RapidLyse Kits isoliert. Der jeweilige Ab-
schnitt im KMT2A-Gen wurde artifiziell mit den entsprechenden Abschnitten des AFF1- oder 
MLLT3-Gens fusioniert, um ein mögliches PCR-Produkt abschätzen zu können. Die Vorüber-
legungen für die reziproken Translokationsprodukte sind in Anhang 4 und Anhang 5 darge-
stellt. Anhand dessen wurden Primer mit Primer3web Version 4.1.0 designt.[147][148][149] Der 
resultierende chromosomale Fusionsabschnitt, der durch das CRISPR/Cas9-System indu-
ziert wurde, konnte so per PCR amplifiziert werden. Für die PCR wurden die Primer in einer 
Konzentration von 100 µM gelagert und zu einer Arbeitskonzentration von 10 µM verdünnt. 
Die optimale Anlagerungstemperatur wurde für jedes Primerpaar individuell titriert und ist in 
„Kapitel 2.8 Primer“ in Tabelle 17 hinterlegt. Die PCR wurde mit der AccuPrime Pfx DNA 
Polymerase nach Herstellerangaben mit leichten Modifikationen durchgeführt (Tabelle 28). 
 
Tabelle 28: PCR-Bedingungen für AccuPrime Pfx DNA Polymerase 
Quantum satis (q.s., so viel wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
Vorwärtsprimer (10µM) 1,5 µL  Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 
Rückwärtsprimer (10µM) 1,5 µL  Denaturierung  95 °C 15 sec 
genomische DNA 200 ng  Primeranlagerung  q.s. 30 sec 
Reaction Mix (10x) 5 µL  Elongation  68 °C 30 sec 
AccuPrime Pfx DNA Polymerase 0,5 µL  → Wiederholung  40 x 
H2O nukleasefrei q.s.  Finale Elongation 68 °C 10 min 
gesamt 50 µL  Kühlung 4 °C ∞ 
 
Das Vorhandensein von PCR-Produkten wurde mittels eines 2 %-igen Agarose-Gels bei 
100 V für 45 min unter der Verwendung von GelRed und der GeneRuler Low Range DNA 
Ladder analysiert. Die Dokumentation erfolgte am Geldokumentationssystem EBOX VXY2. 
Die positiven Banden konnten anschließend ausgeschnitten, mithilfe des NucleoSpin Gel 
and PCR Clean-up Kits isoliert und die Produkte in 15 µL H2O eluiert werden. Für eine an-
schließende Sequenzierung zur Identifikation der Translokationsprodukte wurden je 18 ng 
PCR-Produkt pro 100 Basenpaare (bp) in 12 μL H2O und jeweils 3 µL des 10 µM Vorwärts- 
oder Rückwärtsprimers in zwei Ansätzen zu Microsynth SeqLab geschickt. 
Für die Überwachung der Zunahme des Anteils translokationspositiver Zellen über die Zeit 
wurde eine semi-quantitative PCR angewendet. Hierfür wurden Proben über die Zeit ge-
sammelt, zu einem Zeitpunkt extrahiert und anschließend wurden standardisiert 100 ng ge-
nomische DNA in die PCR eingesetzt. Die Bandenstärke indizierte dabei den wachsenden 
Anteil der translokationspositiven Zellen. Die Analyse erfolgte mittels eines 2 %-igen Agaro-
se-Gels bei 100 V für 45 min unter Verwendung von GelRed und der GeneRuler Low Range 
DNA Ladder und wurde am Geldokumentationssystem EBOX VXY2 dokumentiert.  
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3.4.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
Für die Bestimmung der Reinheit KMT2A-rearrangierter Zellen wurde eine Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) durchgeführt, sobald eine Sättigung der semi-quantitativen PCR 
aus „Kapitel 3.4.1 Polymerase-Ketten-Reaktion und Sanger-Sequenzierung“ erkennbar war.  
Dafür wurden 3 x 106 Zellen bei 300 x g und RT für 5 min abzentrifugiert, in 1 mL PBS gewa-
schen und sofort in 4 % Formaldehydlösung aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf 
Eis eine halbe Stunde fixiert. Die FISH wurde in Kooperation mit dem Institut für Pathologie 
und Neuropathologie und der Abteilung für Allgemeine und Molekulare Pathologie und Pa-
thologische Anatomie des Universitätsklinikums Tübingen unter der Leitung von Herrn Prof. 
Dr. Falko Fend und in Kooperation mit Frau Barbara Mankel angefertigt.  
Es wurden je 10 µL Zellsuspension auf silanisierte SuperFrost Plus Objekträger aufgetropft 
und getrocknet. Anschließend wurden die Objektträger in einem 2x Natriumcitrat (saline-
sodium citrate, SSC) -Puffer bis zur Alterung der Präparate für 40 min bei 95 °C inkubiert. 
Darauf folgten eine Demineralisierung in Wasser bei RT und eine Dehydrierung mittels auf-
steigender Alkoholreihe von 70 % und 100 % Ethanol.  
Nach dem Trocknen der Präparate mussten die Objektträger und die MLL breakapart Sonde 
für 5 min auf 37 °C vorgewärmt werden, sodass anschließend 4 µL der Sonde aufgetragen 
werden konnten. Es wurde je ein Deckglas aufgelegt und mit Fixogum abgedichtet.  
Die Denaturierung erfolgte im HYBrite Hybridization System bei 72 °C für 5 min. Die Hybridi-
sierung wurde im selben Gerät über Nacht bei 37 °C und geregelter Luftfeuchtigkeit durchge-
führt.  
Am nächsten Tag wurden Fixogum und Deckgläser vorsichtig entfernt und die Präparate 
weiter mit dem ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit behandelt. Es erfolgte ein 
Waschschritt bei 72 °C für 2 min in Cytology Stringency Wash Buffer SSC, um die Präparate 
anschließend bei RT für 1 min in Cytology Wash Buffer SSC waschen und in aufsteigender 
Alkoholreihe von 70 %, 85 % und 100 % Ethanol trocknen zu können. Die Proben wurden 
mit der DAPI/DuraTect-Solution eingedeckt.  
Die Auswertung erfolgte am Axio Imager M2 mit geeigneten Filtern. Insgesamt wurden zur 
Analyse 100 Zellen ausgezählt. 
 
  
Abbildung 19: Beispiel einer FISH anhand von kulturexpandierten 
CD34+ Zellen mit intaktem KMT2A-Gen. Nach Isolierung und Kultur er-
folgte die Analyse der Zellen durch manuelle Auszählung der FISH von 
100 Zellen. Repräsentative Fluoreszenzaufnahmen sind gezeigt. Die Ana-
lyse wurde in Kooperation mit dem Institut für Pathologie und Neuropatho-
logie und der Abteilung für Allgemeine und Molekulare Pathologie und 
Pathologische Anatomie des Universitätsklinikums Tübingen angefertigt. 
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3.4.3 Chromosomenanalyse und Karyotypisierung 
Für die Karyotypisierung mittels Chromosomenanalyse wurden KMT2A-rearrangierte Zellen 
passagiert und nach 24 h und 48 h wurden mindestens 5 mL Flüssigkultur verwedet. Die 
Chromosomenanalyse wurde in Kooperation mit dem Institut für Medizinische Genetik und 
Angewandte Genomik des Universitätsklinikums Tübingen unter der Leitung von Frau Dr. 
Ulrike Mau-Holzmann angefertigt. 
Zur Mitose-Arretierung wurden 50 µL KaryoMax Colcemid pro 5 mL Flüssigkultur zugegeben 
und bei 37 °C für 30 min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen bei 200 x g und RT für 
6 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt, die Zellen aufgemischt und in 5 mL hy-
potoner 0,075 M Kaliumchlorid-Lösung resuspendiert. Das Zentrifugenröhrchen wurde mit 
Parafilm verschlossen, bei 37 °C für 20 min auf dem Schüttler inkubiert und erneut bei 
300 x g und RT für 6 min abzentrifugiert.  
Nach Verwerfen des Überstandes und Aufmischen der Zellen wurde diese für eine erste Fi-
xierung mit 5 mL Fixativ versetzt. 1 mL wurde tropfenweise, die restlichen 4 mL wurden 
schnell zugegeben. Die Zellen wurden bei 300 x g und RT für 6 min zentrifugiert. Nach Ver-
werfen des Überstandes und Aufmischen der Zellen wurde diese erneut mit 5 mL Fixativ bei 
4 °C für 30 min fixiert und anschließend zentrifugiert. Ein dritter Fixationsschritt wurde mit 
5 mL Fixativ und bei -20 °C für 30 min durchgeführt. Abschließend wurden die fixierten Zel-
len bei 300 x g und RT für 6 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Sediment 
konnte bei -20 °C in Fixativ gelagert werden.  
Vor der Herstellung der Präparate wurden die Objektträger mit Fixativ bei 4 °C für mindes-
tens 24 h vorbereitet, mit kaltem Wasser abgespült und in Wasser bei 4 °C gelagert. An-
schließend konnte das Sediment aufgewirbelt und auf die vorbereiteten, gewässerten Ob-
jektträger aufgetropft werden. Bei einer relativen Luftfeuchte von 35 % und 24 °C wurden die 
Präparate getrocknet und im Anschluss bei 60 °C für 2 h auf dem Heizblock gealtert.  
Für die G-Bänderung erfolgte zunächst eine Denaturierung der Präparate bei 90°C für 1 h. 
Nach Auskühlen der Präparate wurden diese in auf 37 °C vorgewärmtes Trypsin-EDTA 
(0.25 %), phenol red getaucht und für 60 s inkubiert. Die Reaktion wurde durch Eintauchen 
der Präparate in eiskaltes PBS gestoppt. Anschließend erfolgt eine Färbung in verdünnter 
Giemsa-Lösung (1:20) für 20 min. Die Präparate wurden 3x kurz mit H2O gespült. Eine 
Trocknung über Nacht war nötig, um die fertigen Präparate schließlich mit Euparal einzude-
cken. 
Eine Auswertung der Chromosomenpräparate erfolgte mit dem Axiophot Mikroskop. Für die 
Dokumentation und Analyse wurde die Ikaros Software verwendet. 
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3.5 Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen mittels hämatologischer 
Diagnostik 
3.5.1 May-Grünwald-Giemsa-Färbung 
Zur Untersuchung der Morphologie wurden Dünnschichtpräparate von KMT2A-
rearrangierten Zellen nach Erreichen von 100 % Reinheit und von Kontrollzellen, die nur mit 
Cas9-Protein behandelt und über den gleichen Zeitraum kultviert wurden, angefertigt. Dazu 
wurden je 1 x 105 Zellen in 1 mL PBS aufgenommen. Für jede Probe wurde ein Objektträger 
mit einer Filterkarte bestückt und mit einem Zytologietrichter in die Metallclips der Zytozentri-
fuge gespannt. Die Zellsuspension wurde anschließend in die Probenkammer gegeben. 
Durch die Zentrifugation bei 55 x g und RT für 4 min wurden die Zellen auf das Sedimentati-
onsfeld des Objektträgers gebracht und die Flüssigkeit wurde durch die Filterkarte aus der 
Probenkammer absorbiert. Die Dünnschichtpräparate wurden über Nacht bei RT getrocknet.  
Nach der Trocknung erfolgte eine Fixierung mit Methanol für 10 min bei RT. Die Präparate 
wurden anschließend erneut bei RT getrocknet. Darauf folgte die May-Grünwald-Färbung mit 
verdünntem Färbereagenz (1:2) für 10 min bei RT. Direkt im Anschluss wurde mit verdünnter 
Giemsa-Lösung (1:10) für 20 min bei RT gefärbt. Die Präparate wurden gründlich mit H2O 
gespült und im Folgenden mit Sörensen-Puffer für 3-4 min (maximal 5 min) entfärbt. Nach 
einer erneuten Trocknung über Nacht wurden die fertigen histologischen Präparate schließ-
lich mit Euparal eingedeckt. 
Eine Auswertung der Dünnschichtpräparate erfolgte mit dem Nikon Eclipse TS100 Mikroskop 
oder dem Zeiss Primovert jeweils mit einem x 40 Objektiv und den zugehörigen Kameras 
Nikon Digital Sight oder Axiocam 105 color. Für die Dokumentation und Analyse wurde je-
weils die zugehörige Software verwendet: NIS elements oder ZEN 3.0 blue edition. Eine Auf-
lösung von 1280 x 960 oder 2560 x 1920 Pixeln wurde entsprechend erreicht. 
 
 
3.5.2 Colony-Forming-Unit-Assay 
Für die Analyse der Fähigkeit zur Selbsterneuerung wurden Kulturen in halbfestem Medium 
durchgeführt (colony forming units, CFU). 1 x 104 KMT2A-rearrangierte Zellen oder Kontroll-
zellen, die nur mit Cas9-Protein behandelt und über den gleichen Zeitraum kultviert wurden, 
wurden in 1 mL des Methylcellulose-basierten MethoCult H4230 Mediums supplementiert mit 
jeweils 50 ng/mL Zytokinen (FLT3-L, SCF, G-CSF, IL-3, IL-6, TPO) und jeweils 0,375 µM 
Zellzusätzen (SR-1, UM729) resuspendiert. Dabei war darauf zu achten, dass 1 mL halbfes-
tes Medium maximal mit 100 µL Flüssigkeit verdünnt wurde. Die Kulturen wurden in eine 
35 x 10 mm Zellkulturschale gesetzt, Luftblasen wurden entfernt und je drei Ansätze wurden 
mit einer 35 x 10 mm Zellkulturschale mit PBS in einer großen 145 x 20 mm Zellkulturschale 
bei 37 °C und 5 % CO2 für 12-14 Tage kultiviert. Nach der primären Kultur wurden die gebil-
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deten Kolonien am Axiovert 25 Mikroskop gezählt und normiert. Für eine sekundäre Kultur 
konnte das halbfeste Medium mit 50 mL warmem PBS aufgelöst werden. Die Zellen wurden 
anschließend bei 300 x g und RT für 5 min abzentrifugiert und wieder zu 1 x 104 Zellen/mL 
halbfestem Medium resupendiert. Die Kultur erfolgte entsprechend der primären Kultur. Eine 
Auswertung erfolgte wiederum mikroskopisch nach 12-14 Tagen.  
 
 
3.5.3 Durchflusszytometrie  
Die Immunphänotypisierung KMT2A-rearrangierter Zellen oder Kontrollzellen, die nur mit 
Cas9-Protein behandelt und über den gleichen Zeitraum kultviert wurden, erfolgte durch-
flusszytometrisch. 2 x 105 Zellen wurden hierfür in Rundbodenröhrchen überführt und mit 
1 mL FACS-Puffer bei 300 x g und RT für 5 min gewaschen.  
Die Färbung der Zellen sollte insgesamt in 100 µL erfolgen. Um unspezifische Antikörperbin-
dung an Fc-Rezeptoren zu verhindern, wurden pro Probe 50 µL FACS-Puffer mit 1 µL FcR 
Blocking Reagent versetzt und zu den Zellen gegeben. Nach Resuspendieren war eine In-
kubation für 5 min bei 4 °C erforderlich. Der zweite Teil der Färbung beinhaltete die Antikör-
per und den Viabilitätsfarbstoff. Die fehlenden 50 µL FACS-Puffer pro Probe wurden mit den 
entsprechenden Antikörpern in entsprechender Konzentration relativ zum Endvolumen von 
100 µL versetzt und zur Zellsuspension gegeben. Nach Resuspendieren folgte eine Inkuba-
tion für 20 min bei 4 °C. Ein Pipettierschema ist in Tabelle 29 dargestellt. 
 
Tabelle 29: Pipettierschema der Färbeschritte für die Durchflusszytometrie für eine Probe 
Puffer Zusätze Inkubationskonditionen 
50 µL FACS-Puffer 1 µL FcR Blocking Reagent 4 °C, 25 min 
50 µL FACS-Puffer x µL Antikörper 4 °C, 20 min 
gesamt 100 µL  
 
Anschließend wurden die Zellen mit 1 mL FACS-Puffer bei 300 x g und RT für 5 min gewa-
schen, der Überstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 100 µL FACS-Puffer zur 
Messung resuspendiert. Die Messung erfolgte an einem LSRFortessa unter der Verwendung 
der FACS DIVA Software. Die Konfiguration und die möglichen Kanäle sind in Tabelle 30 
dargestellt. 
Es wurden die Daten von mindestens 100.000 Ereignissen aufgezeichnet. Die Auswertung 
erfolgte mittels FlowJo V10. Es wurden Einzelzellen mittels des Vorwärtsstreulichts und des 
Verhältnisses der Zellfläche zur Zellhöhe ausgewählt. Anschließend wurden die Zellen an-
hand ihrer Granularität mittels des Vorwärts- und Seitwärtsstreulichts charakterisiert. Darauf 
folgte die Trennung von lebenden und toten Zellen mittels des Vitalitätsfarbstoffs. Eine an-
schließende Charakterisierung der Zellen war mit den Markern aus Tabelle 31 und Tabelle 
32 möglich. 
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Tabelle 30: Konfiguration LSRFortessa 
Photomultiplier (PMT), Bandpass (BP) -Filter, Brilliant Violet (BV), 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI), 
Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), Brilliant Blue (BB), Fluorescein (FITC), Alexa Fluor (AF),  
Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester (CFSE), green fluorescent protein (GFP), Seitwärtsstreu- 
licht (side scatter, SSC), Phycoerythrin (PE), 7-Aminoactinomycin (7-AAD), Propidiumiodid (PI), 
Allophycocyanin (APC), Hilite (H), Cyanine-basierter Fluoreszenzfarbstoff (CF) 
Laser PMT Splitter BP Filter Fluorochrome 
violett 
402 nm 
A Q735 LPXXR ET 785/60 BV785 
B Q685 LPXR HC 711/25 BV711 
C Q635 LPXR HC 661/11 BV650 
D Q555 LPXR HC 605/15 BV605 
E Q495 LPXR ET 525/50 BV510, V500, Pacific Orange, Zombie Aqua, Amcyan 
F - ET 450/50 Pacific Blue, eFluor450, VioBlue, V450, BV421, DAPI 
G - ET 450/50 - 
H - - - 
     
blau 
488 nm 
A Q635 LPXR 690/50 PerCP, PerCP/Cy5.5, BB667, PerCP/Vio700, PerCP/eFluor710 
B Q495 LPXR 530/30 FITC, BB515, AF488, CFSE, GFP 
C - ZET 488/10S SSC 
gelb/grün 
561 nm 
A 750 DCXXR ET 785/60 PE/Cy7, PE/Vio770, PE/AF750 
B Q675LPXR ET 700/40 PE/Cy5.5 
C Q635LPXR HC 661/11 PE/AF647, 7-AAD, PE/Cy5 
D Q600 LPXR HC 615/20 PE/Dazzle594, PE/eFluor610, PE/AF594, PE/TexasRed, PI, mCherry 
E - HC 586/15 PE 
G - - - 
H - - - 
rot 
640 nm 
A 750 DCXXR HC 785/60 
APC/Cy7, APC/AF750, APC/AF780, APC/eF780, ZombieNIR, 
APC/H7 
B Q695 LPXR HC 725/40 AF700 
C - ET 670/30 APC, AF647, CF647, Cy5 
 
 
Tabelle 31: Färbung für die phänotypische Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen I 
Cluster of differentiation (CD), Allophycocyanin (APC), Phycoerythrin (PE), Cyanin (Cy), Brilliant Violet  
(BV), Alexa Fluor (AF) 
Antigen Fluorochrom Klon Verdünnung 
CD34 APC 4H11 1:50 
CD38 PE/Cy7 HIT2 1:50 
CD15 BV605 W6D3 1:50 
CD64 APC/Cy7 10.1 1:50 
CD14 AF700 HCD14 1:50 
CD9 PE eBioSN4/SN4 C3-3A2 1:50 
CD33 BV421 WM53 1:50 
CD117 BV711 104D2 1:50 
Viability Dye eFluor 506 äquivalent zu AmCyan - 1:1000 
 
 
Tabelle 32: Färbung für die phänotypische Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen II 
Cluster of differentiation (CD), Phycoerythrin (PE), Brilliant Violet (BV), Allophycocyanin (APC), 
Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), Cyanin (Cy) 
Antigen Fluorochrom Klon Verdünnung 
CD32 PE FUN-2 1:50 
CD24 BV650  1:50 
CD20 BV421  1:50 
CD19 APC  1:50 
CD135 PerCP/Cy5.5  1:50 
CD10 APC/Cy7  1:50 
Viability Dye eFluor 506 äquivalent zu AmCyan - 1:1000 
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3.6 Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen mittels RNA-Analytik 
3.6.1 RNA-Isolation 
Zellkulturproben wurden zur RNA-Analytik bei 16 100 x g und 4 °C für 1 min abzentrifugiert, 
mit 500 µL vorgekühltem PBS (4 °C) gewaschen und erneut bei 16 100 x g und 4 °C für 
1 min abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden bei -80 °C gelagert. Die Isolation von RNA er-
folgte mittels des NucleoSpin RNA Kits nach Herstellerangaben basierend auf einer maxima-
len Zellzahl von 5 x 106 Zellen. Eine DNase Behandlung war inbegriffen. 
 
 
3.6.2 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
Für die RNA-Analytik war eine Synthese der komplementären (complementary, c) DNA 
KMT2A-rearrangierter Zellen und Kontrollzellen, die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, 
nötig. Die Erststrang-cDNA wurde mittels der RevertAid H Minus Reverse Transcriptase, des 
RiboLock RNase Inhibitors, des dNTP Mixes und der Random Hexamers nach Herstelleran-
gaben synthetisiert (Tabelle 33). 
 
Tabelle 33: Erststrang-cDNA-Synthese 
Reverse Transkriptase (RT), Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), quantum satis (q.s., so viel  
wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
isolierte RNA 1,0 µg  Inkubation 
 
Kühlung 
65 °C 
 
4 °C 
5 min 
 
1 min 
Random Hexamer Primer 0,2 µg  
H2O RNasefrei q.s.  
gesamt 12,5 µL     
5x Reaction Buffer 4,0 µL  Primeranlagerung 25 °C 5 min 
RiboLock RNase Inhibitor 0,5 µL  Reverse Transkription 42 °C 60 min 
dNTP Mix 2,0 µL  Inaktivierung RT 70 °C 5 min 
RevertAid H Minus RT 1,0 µL     
gesamt  20,0 µL  Kühlung 4 °C ∞ 
 
Die cDNA wurde bei -20°C gelagert. Anschließend wurde die Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) durchgeführt, um die Fusionen der mRNA infolge der 
t(4;11)- und t(9;11)-Translokationen detektieren zu können. Primer aus „Kapitel 2.8 Primer“ 
aus Tabelle 18 und der Maxima SYBR Green qPCR Master Mix, der die Maxima Hot Start 
Taq DNA Polymerase und dNTPs beinhaltet, wurden verwendet (Tabelle 34).  
 
Tabelle 34: RT-PCR-Bedingungen  
Quantum satis (q.s., so viel wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
Maxima SYBR Green Master Mix 10 µL  Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 
Vorwärtsprimer (2 µM) 3 µL  Denaturierung 95 °C 15 sec 
Rückwärtsprimer (2 µM) 3 µL  Primeranlagerung 60 °C 1 min 
cDNA 50 ng  → Wiederholung  40 x 
H2O nukleasefrei q.s.  Kühlung 12 °C ∞ 
gesamt 20 µL     
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Als Kontrolle wurden außerdem Ansätze ohne cDNA (no template control, NTC) verwendet. 
Das Vorhandensein von RT-PCR-Produkten wurden mittels eines 2 %-igen Agarose-Gels 
bei 100 V für 45 min unter Verwendung von GelRed und der GeneRuler Low Range DNA 
Ladder analysiert. Die Dokumentation erfolgte am Geldokumentationssystem EBOX VXY2.  
Die positiven Banden konnten anschließend ausgeschnitten, mithilfe des NucleoSpin Gel 
and PCR Clean-up Kits isoliert und in 15 µL H2O eluiert werden. Eine darauffolgende Se-
quenzierung sollte die Identifikation der Translokationsprodukte auf mRNA-Ebene bestäti-
gen. Hierfür wurden je 18 ng PCR-Produkt pro 100 bp in 12 μL H2O und jeweils 3 µL des 
10 µM Vorwärts- oder Rückwärtsprimers in zwei Ansätzen zu Microsynth SeqLab geschickt. 
 
 
3.6.3 RNA-Sequenzierung 
Nach der RNA-Isolation konnte eine Analyse des Transkriptoms KMT2A-rearrangierter Zel-
len und Kontrollzellen, die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, mittels RNA-
Sequenzierung durchgeführt werden. Die Qualität der RNA wurde am NanoDrop und am 
Bioanalyzer bestimmt. Die Erstellung der Bibliothek sowie die Sequenzierung an sich wurden 
mit den TrueSeq Kits der Illumina-Methode durchgeführt. Die RNA-Sequenzierung wurde in 
Kooperation mit dem Next-Generation-Sequencing (NGS) Competence Center Tübingen 
(NCCT) als CoreFacility des Universitätsklinikums und der Medizinischen Fakultät der Uni-
versität Tübingen unter der Leitung von Prof. Dr. Olaf Rieß und in Kooperation mit Dr. Nico-
las Casadei durchgeführt. 
Die Qualität der RNA-Sequenzierungsdaten wurde durch die FastQC V0.11.4 Software be-
stimmt, um die Sequenzierungszyklen mit niedriger durchschnittlicher Qualität, mögliche 
Adapterkontaminationen oder wiederkehrende Sequenzen aus der PCR-Amplifikation zu 
identifizieren. Anschließend wurden die gelesenen Fragmente (reads) mittels der STAR 
V2.5.4b Software gegen das humane Genom Ensembl homo sapiens genome V91 abgegli-
chen.[141] Dies erlaubte einen lückenhaften Abgleich, um Splicevarianten auszumachen. Die 
Qualität des Abgleichs wurde mittels der samtools V1.1 Software durchgeführt. Die normali-
sierten Werte gelesener Fragmente aller Gene wurden aus GenomicAlignments V1.14.2[140] 
und DESeq2 V1.18.1[140] erhalten. Transkripte mit weniger als 50 reads wurden von weiter-
führenden Analysen ausgeschlossen. Wichtige Grenzwerte wurden folgendermaßen gesetzt: 
 
 
- differentielle Expression: |log2 fold-change | ≥ 1 
- angepasster p-Wert nach Benjamini-Hochberg (BH): BH-adjusted p-value  ≤  0,01 
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Die surrogate variable analysis V3.26.0 (sva)[140] wurde verwendet, um einen falsch-positiven 
Unterschied zwischen den Proben zu minimieren. Die Rohdaten aus DESeq2 V1.18.1[140] 
wurden benutzt, um normalized reads per kilobase million (nRPKMs) aller gelesener Frag-
mente zu berechnen, die anschließend als Maßstab für die relative Genexpression dienten.  
Die Datenanalyse der RNA-Sequenzierung wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Epi-
genetik des Instituts für Medizinische Genetik und Angewandte Genomik des Universitätskli-
nikums Tübingen unter der Leitung von Dr. Julia Schulze-Hentrich und in Kooperation mit Dr. 
Thomas Hentrich durchgeführt. Die Datensätze der RNA-Sequenzierung sind in der Daten-
bank NCBI's Gene Expression Omnibus (GEO) hinterlegt und unter der GEO Zugangsnum-
mer GSE128342 abrufbar.[145][146] 
 
 
3.6.4 Gene-set-enrichment-Analyse 
Die zugrundeliegenden Daten aus „Kapitel 3.6.3 RNA-Sequenzierung“ konnten mit verschie-
denen Signaturen mittels der gene-set-enrichment-Analyse (GSEA) abgeglichen wer-
den.[142][143] Zum einen erfolgte die Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen über einen 
Vergleich mit den Patientendatensätzen von Andersson et al., 2015 und Stam et al., 
2010.[84][153] Des Weiteren konnten Methylierungssignaturen mittels der allgemein verfügba-
ren GO-Methylation-Signatur[154][155] der MSigDB database V7.0[143][144] identifiziert werden. 
Die Analyse erfolgte mittels der GSEA V3.0 Software.[142][143] 
 
 
3.6.5 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion  
Für die quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR) war er-
neut eine Synthese der cDNA KMT2A-rearrangierter Zellen und Kontrollzellen, die nur mit 
Cas9-Protein behandelt wurden, nötig. Die Erststrang-cDNA wurde mittels der RevertAid H 
Minus Reverse Transcriptase, des RiboLock RNase Inhibitors, des dNTP Mixes und der 
Random Hexamers nach Herstellerangaben synthetisiert (Tabelle 35). 
 
Tabelle 35: Erststrang-cDNA-Synthese 
Reverse Transkriptase (RT), Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), quantum satis (q.s., so viel 
wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
isolierte RNA 1,0 µg  Inkubation 
 
Kühlung 
65 °C 
 
4 °C 
5 min 
 
1 min 
Random Hexamer Primer 0,2 µg  
H2O RNasefrei q.s.  
gesamt 12,5 µL     
5x Reaction Buffer 4,0 µL  Primeranlagerung 25 °C 5 min 
RiboLock RNase Inhibitor 0,5 µL  Reverse Transkription 42 °C 60 min 
dNTP Mix 2,0 µL  Inaktivierung RT 70 °C 5 min 
RevertAid H Minus RT 1,0 µL     
gesamt  20,0 µL  Kühlung 4 °C ∞ 
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Die cDNA wurde bei -20°C gelagert. Anschließend wurde die RT-qPCR durchgeführt, um die 
Expression der Zielgene nachfolgender Signalwege detektieren zu können. Primer aus „Ka-
pitel 2.8 Primer“ aus Tabelle 19 und der Maxima SYBR Green qPCR Master Mix, der die 
Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase, dNTPs und den SYBR Green I dye beinhaltet, wur-
den verwendet (Tabelle 36).  
 
Tabelle 36: RT-qPCR-Bedingungen 
Quantum satis (q.s., so viel wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
Maxima SYBR Green Master Mix 10 µL  Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 
Vorwärtsprimer (2 µM) 3 µL  Denaturierung 95 °C 14 sec 
Rückwärtsprimer (2 µM) 3 µL  Primeranlagerung 60 °C 1 min 
cDNA 50 ng  → Wiederholung  45 x 
H2O nukleasefrei q.s.  Kühlung RT ∞ 
gesamt 20 µL  Schmelzkurvenerstellung          + 
von 65 °C-95 °C  
0,06 °C / 1 sec 
 
Zur Quantifizierung wurde jede Probe in Duplikaten gemessen. Als Kontrolle wurden außer-
dem NTCs verwendet. Als Referenzgen wurde 18S rRNA mittels 18S rRNA Sonde 
[JOE]TGCTGGCACCAGACTTGCCCTC[TAM] und dem Maxima Probe qPCR Master Mix 
amplifiziert (Tabelle 37). 
 
Tabelle 37: RT-qPCR-Bedingungen für das Referenzgen 
Quantum satis (q.s., so viel wie nötig) 
Pipettierschema   Programm   
Maxima Probe qPCR Master Mix 10 µL  Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 
Vorwärtsprimer (0,5 µM) 2 µL  Denaturierung 95 °C 14 sec 
Rückwärtsprimer (0,5 µM) 2 µL  Primeranlagerung 60 °C 1 min 
cDNA 50 ng  → Wiederholung  45 x 
H2O nukleasefrei q.s.  Kühlung RT ∞ 
18S rRNA Sonde (4 µM) 1 µL     
gesamt 20 µL  
 
Die Dokumentation erfolgte am LightCycler 480 Instrument II und mittels der ΔΔCq-Methode. 
Aus den sigmoidalen Kurvenverläufen wurden die quantifcation cycle (Cq) -Werte bestimmt, 
die Ergebnisse auf die 18S rRNA normalisiert und Kontrollzellen als Kalibrator verwendet.  
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3.7 Identifikation und Validierung von Zielstrukturen 
3.7.1 RNA-Sequenzierung und RT-qPCR 
Für die Identifikation von Zielstrukturen wurden die RNA-Sequenzierungsdaten aus „Kapitel 
3.6.3 RNA-Sequenzierung“ verwendet. Die Auswertung erfolgte wie oben beschrieben. 
Grenzwerte wurden beibehalten und es wurden nRPKMs dargestellt. Die Validierung der 
RNA-Sequenzierung erfolgte mittels RT-qPCR wie in „Kapitel 3.6.5 Quantitative Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion“ beschrieben. Es wurden die Primer aus „Kapitel 
2.8 Primer“ und Tabelle 19 verwendet. 
 
 
3.7.2 Proteinextraktion 
Zur zusätzlichen Validierung der Überexpression innovativer Zielstrukturen wurde eine relati-
ve Quantifizierung der Proteinkonzentration durchgeführt. Hierzu wurden KMT2A-
rearrangierte Zellen nach Erreichen von 100 % Reinheit und Kontrollzellen, die nur mit Cas9-
Protein behandelt wurden, bei 300 x g und RT für 5 min zentrifugiert. Die Zellpellets konnten 
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert werden. Zur Extraktion des zellulären Ge-
samtproteins wurden die Zellen mit RIPA-Puffer für 1 h auf Eis lysiert. Die Zellsuspension 
wurde alle 10 min durchmischt und zuletzt mit Ultraschall bearbeitet. Die Proben wurden bei 
16 100 x g und 4 °C 20 min zentrifugiert, der Überstand anschließend mit einem gleichen 
Volumenteil an 4x Lämmli-Puffer versetzt und für 5 min auf 95 °C erhitzt. 
 
 
3.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot 
Gleiche Proteinmengen wurden auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel bestehend aus Sammel- und 
Trenngel geladen. Zur Größenbestimmung wurde der PageRuler Plus Prestained Protein 
Ladder verwendet. In Laufpuffer wurde die Gelelektrophorese für 1 h 15 min bei 140 V 
durchgeführt. Nach erfolgreicher SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine aus dem 
SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine Immobilon-FL PVDF Membran durch das wet blot-
Verfahren übertragen. Hierfür wurde der Transferpuffer verwendet und eine Spannung von 
100 V für 1 h 15 min angelegt. Die Membran wurde anschließend für 20 min in 5 % Milchpul-
ver blockiert, 3x mit TBS-T für je 5 min gewaschen und über Nacht bei 4 °C mit den entspre-
chenden Primärantikörpern inkubiert. Anschließend erfolgten erneut 5 Waschritte mit TBS-T 
für je 5 min. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde für 1 h bei RT durchgeführt. 
Nach weiteren 5 Waschritten mit TBS-T für je 10 min wurde die Membran getrocknet und am 
Li-Cor Odyssey CLx mit der Image Studio Software dokumentiert. Die Quantifizierung des 
relativen Proteingehalts erfolgte ebenfalls mit Image Studio. Hierfür wurde Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzprotein verwendet.  
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3.8 in vitro Inhibitortestung 
3.8.1 Versuchsaufbau 
Um die CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierten Zellen als in vitro Testsystem für 
innovative Wirkstoffe zu verwenden, wurde eine Flüssigkultur etabliert. KMT2A-rearrangierte 
Zellen oder ursprünglich nur mit Cas9-Protein behandelte Kontrollzellen wurden in Stamm-
zellmedium III zu 7,5 x 105 Zellen/mL ausgesät.  
Die verwendeten Inhibitoren wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) angelöst. Dabei wurden die 
Verdünnungen so gewählt, dass die eingesetzte DMSO-Konzentration 0,1 % betrug. Dies 
entsprach einer 1:1.000 Verdünnung der jeweiligen Behandlung von Arbeitslösung zu Zell-
kultur. Bei Titrationen wurden dementsprechend mehrere Arbeitslösungen sequentiell ver-
dünnt. Zellen ohne Zusatz und DMSO allein wurden als Kontrollen verwendet, um die Letali-
tät des DMSOs auszuschließen und einen korrekten Bezug zu haben.  
Nach Ansetzen der Flüssigkulturen wurden die Zellen alle 2 Tage passagiert und wieder auf 
die ursprüngliche Zelldichte zurückgesetzt. Meist war hierfür eine 1:2 Verdünnung notwen-
dig. Die maximale Kulturzeit betrug 6 Tage.  
 
Tabelle 38: Übersicht der Inhibitoren in KMT2A-rearrangierten und Kontrollzellen 
Zielstruktur Inhibitor alternativer Inhibitor Dosierungsschema 
DOT1L EPZ004777 EPZ5676 vollständige Nachdosierung  
→ an Tag 2 und Tag 4 
PRMT5 EPZ015666 EPZ015938 vollständige Nachdosierung  
→ an Tag 2 und Tag 4 
MAT2A PF-9366 - Supplementierung des frischen Mediums  
→ an Tag 2 und Tag 4 
 
Die Inhibition von DOT1L und PRMT5 erforderte eine Nachdosierung der Inhibitoren alle 2 
Tage. Das bedeutete, dass die entsprechende Behandlung an Tag 2 und Tag 4 nach der 
Zellpassagierung erneut 1:1.000 zugegeben wurde. Für die Inhibition von MAT2A wurde 
lediglich das frische Medium bei jeder Passage mit dem 1:1.000-fachen des Inhibitors ver-
setzt und zu den Zellen gegeben, um Verdünnungseffekte auszuschließen. Eine Übersicht 
ist in Tabelle 38 dargestellt. 
Das Chemotherapeutikum Cytarabin (Ara-C) wurde in Natrium-(S)-lactat-Lösung (50 %) be-
reitgestellt und in PBS verdünnt. Die entsprechenden Konzentrationen wurden ebenfalls so 
eingestellt, dass eine 1:1.000 Verdünnung für die Anwendung in der Flüssigkultur nötig war.  
Für sequenzielle Versuche wurden KMT2A-rearrangierte Zellen für insgesamt 6 Tage mit 
den jeweiligen Inhibitoren vorbehandelt. Anschließend wurden die Behandlungen ausgewa-
schen, die Zellen zu originaler Zelldichte wieder ausgesät und für weitere 2 Tage mit Ara-C 
oder PBS als Kontrolle behandelt. 
Der MAT2A-Inhibitor PF-9366 wurde zudem in kommerziellen Zelllinien getestet. Diese wur-
den, wie in Tabelle 39 gezeigt, in Flüssigkultur ausgesät. Die Behandlungen erfolgten eben-
so mit einer 1:1.000 Verdünnung der entsprechenden Arbeitslösung zu einer finalen DMSO-
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Konzentration von 0,1 %. Für eine Kulturdauer von 6 Tagen erfolgte die erste Passage der 
Zellen nach 4 Tagen, wobei die Zellen wieder auf die ursprüngliche Zelldichte zurückgesetzt 
wurden. Für die Inhibition von MAT2A wurde auch hier das frische Medium bei jeder Passa-
ge mit dem 1:1.000-fachen des Inhibitors versetzt und zu den Zellen gegeben, um Verdün-
nungseffekte auszuschließen. 
 
Tabelle 39: Zelllinien für die Inhibitortestung 
Zelllinie Anfangszelldichte Medium 
SKM-1 0,5 x 106/mL RPMI 1640 + 15 % FBS + 1 % P/S 
SEM 0,5 x 106/mL IMDM + 10 % FBS + 1 % P/S 
THP-1 0,2 x 106/mL RPMI 1640 + 10 % FBS + 1 % P/S 
 
Als Methoden zur Auswertung der in vitro Inhibitortestung wurden die im Folgenden aufge-
führten In-Prozess- und Endpunktanalysen verwendet. 
 
 
3.8.2 Viabilitätsanalyse 
Zur Bestimmung der Zellviabilität nach Inhibitorbehandlung im Vergleich zu DMSO-
behandelten Zellen wurde der Viabilitätsfarbstoff alamarBlue verwendet. Drang das blaue, 
zellpermeable, nicht-fluoreszente Resazurin in lebende Zellen ein, so wurde es zum roten, 
hoch-fluoreszenten Resorufin reduziert.  
Zellen wurden nach 6 Tagen Behandlung resuspendiert und 100 µL Zellsuspension wurde in 
eine 96-Well-Zellkulturplatte übertragen. Dazu wurden je 10 µL alamarBlue gegeben und für 
2-4 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Auswertung erfolgte anschließend fluoreszenz-
basiert mit einem Synergy HTX Multi-Mode Reader und der Gen Version 2.0 Data Analysis 
Software.  
 
 
3.8.3 Proliferationsuntersuchung 
Die Proliferation der Zellen über den 6-tägigen Behandlungszeitraum wurde durch die Zell-
zahlbestimmung mittels einer Neubauer-Zählkammer überwacht. Alle 2 Tage wurde die Ge-
samtzellzahl bestimmt und die Wachstumskurven erstellt. Um zwischen toten und lebenden 
Zellen zu differenzieren, wurden die Zellen mit Trypanblau-Lösung gefärbt. Damit konnte 
zudem die relative Zellzahl zu DMSO-behandelten Zellen als Kontrolle nach 6 Tagen Be-
handlung errechnet werden. 
Als weitere Methode diente die durchflusszytometrische Bestimmung der relativen Zellzahl. 
Der in „Kapitel 3.8.4 Apoptoseanalyse“ beschriebenen Färbung wurden Latex Beads von 
3,0 µm Durchmesser im Verhältnis 1:7.000, bezogen auf ein Endvolumen von 500 µL, zuge-
setzt. Die Messung erfolgte an einem LSRFortessa unter der Verwendung der FACS DIVA 
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Software. Es wurden Einzelzellen mittels des Vorwärtsstreulichts und des Verhältnisses der 
Zellfläche zur Zellhöhe ausgewählt. Anschließend erfolgte die Trennung von lebenden und 
toten Zellen mittels des Vitalitätsfarbstoffs (PI). Die durchflusszytometrische Datenerfassung 
wurde anhand einer definierten Anzahl der counting beads im Vorwärts- und Seitwärtsstreu-
licht gestoppt, sodass die Anzahl der lebenden Zellen ermittelt und zur DMSO-Kontrolle rela-
tiviert werden konnte (Abbildung 20). Es wurden mindestens 6.000 lebende Zellen in der 
DMSO-Kontrolle erfasst. Die Auswertung erfolgte mittels FlowJo V10.  
 
 
Abbildung 20: Counting beads im Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht.  
Vorwärtsstreulicht (FSC-A), Seitwärtsstreulicht (SSC-A), Latex beads 3,0 µm 
(counting beads, rotes Rechteck). Gezeigt sind eine repräsentative durch-
flusszytometrische Analyse KMT2A-rearrangierter Zellen und die Abgrenzung 
der counting beads im Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht. Die Datenerfassung 
wurde anhand einer definierten Anzahl der counting beads gestoppt.  
 
 
 
3.8.4 Apoptoseanalyse 
Die Externalisierung von Phosohatidylserin zur Außenseite der Zellmembran während der 
Apoptose wurde mittels des FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I analysiert. Anhand der 
Färbung mit Propidiumiodid (PI) und einer Annexin V-Färbung konnte zwischen lebenden 
(1), früh apoptotischen (2) und spät apoptotischen (3) Zellen unterschieden werden 
(Abbildung 21).  
 
 
Abbildung 21: Analysestrategie zur Differenzierung 
apoptotischer Zellen. Vorwärtsstreulicht (FSC), Zell-
fläche (area, A), Zellhöhe (hight, H), Propidiumiodid 
(PI), lebende Zellen (1), früh apoptotische Zellen (2), 
spät apoptotische Zellen (3). Gezeigt ist eine repräsen-
tative durchflusszytometrische Analyse KMT2A-
rearrangierter Zellen. 
 
 
Je 1-3 x 105 Zellen wurden hierfür in Rundbodenröhrchen überführt und mit 1 mL PBS bei 
300 x g und RT für 5 min gewaschen. Die Messung wurde in 500 µL Flüssigkeit durchge-
führt, sodass 500 µL 1x Annexin-Puffer je Probe aus dem 10x Annexin-Puffer angesetzt 
wurden. Davon wurden 100 µL pro Probe entnommen und mit den entsprechenden Färbere-
agenzien versetzt. Den restlichen 400 µL wurden Latex Beads, wie in „Kapitel 3.8.3 Prolifera-
tionsuntersuchung“ beschrieben, zugesetzt. Ein Pipettierschema ist in Tabelle 40 dargestellt. 
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Tabelle 40: Pipettierschema der Färbung zur Apoptoseanalyse für eine Probe 
Propidiumiodid (PI), Fluorescein (FITC), Alexa Fluor (AF), Raumtemperatur (RT) 
Puffer Zusätze Inkubationskonditionen 
100 µL 1x Annexin-Puffer 5,0 µL PI 
2,5 µL FITC Annexin V 
1,0 µL AF700 CD14-Antikörper 
RT, 15 min 
400 µL 1x Annexin-Puffer 0,07 µL Latex Beads Abstopplösung  
gesamt 500 µL → Messung innerhalb von 2 h 
 
Anschließend wurden die Zellen jeder Probe in 100 µL der Färbelösung resuspendiert und 
bei RT im Dunkeln für 15 min inkubiert. Die Reaktion wurde schließlich mit den 400 µL des 
1x Annexin-Puffers, der die counting beads enthielt, abgestoppt.  
Die Messung erfolgte innerhalb der nachfolgenden 2 h an einem LSRFortessa unter der 
Verwendung der FACS DIVA Software. Die Auswertung erfolgte mittels FlowJo V10. Vor der 
Analyse wurden Einzelzellen mittels des Vorwärtsstreulichts und des Verhältnisses der Zell-
fläche zur Zellhöhe ausgewählt. 
 
 
3.8.5 Zellzyklusanalyse 
Die Zellzyklusanalyse erfolgte mit dem FITC BrdU Flow Kits nach Herstellerangaben. Hierfür 
wurden Zellen für 40 min mit 10 µM Bromodesoxyuridin (BrdU) bei 37 °C und 5 % CO2 ge-
pulst. Anschließend wurden hiervon 5 x 105 Zellen pro Probe in ein Rundbodenröhrchen 
überführt und mit 1 mL FACS-Puffer bei 300 x g und RT für 5 min gewaschen. Es folgten die 
Fixierungs- und Permeabilisierungsschritte laut Herstellerangaben mit Cytofix/Cytoperm Buf-
fer bei RT für 20 min und Cytoperm Permeabilization Buffer Plus für 10 min auf Eis sowie ein 
jeweiliger Waschschritt mit 1x Perm/Wash Buffer bei 300 x g und RT für 5 min. Der DNase-
Verdau mit 30 µg DNase/106 Zellen bei 37 °C für 60 min wurde anschließend im Wasserbad 
durchgeführt. Nach dem vorgeschriebenen Waschschritt mit 1x Perm/Wash Buffer bei 
300 x g und RT für 5 min erfolgte die Färbung des eingebauten BrdUs durch dem 1:50 vor-
verdünnten FITC Brdu-Antikörper. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1x Perm/Wash 
Buffer bei 300 x g und RT für 5 min konnte der DNA-Gehalt mit 20 µL 7-AAD gefärbt werden. 
Die Messung erfolgte an einem LSRFortessa unter der Verwendung der FACS DIVA Soft-
ware. Die Auswertung erfolgte mittels FlowJo V10. Vor der Analyse wurden Einzelzellen mit-
tels des Vorwärtsstreulichts und des Verhältnisses der Zellfläche zur Zellhöhe ausgewählt. 
Durch die oben beschriebene Färbung konnte zwischen den einzelnen Phasen des Zellzyk-
lus, G0-, G1-, G2-, M- und S-Phase, und apoptotischen Zellen (1) differenziert werden. Be-
fanden sich Zellen im dormanten Stadium, also den Phasen G0/G1 (2), lag die DNA einfach 
in den Zellen vor. Die 7-AAD Färbung zeigte einen geringen DNA-Gehalt. Fand gerade eine 
DNA-Synthese statt, stieg der DNA-Gehalt in den Zellen an. Gleichzeitig wurden die Doppel-
stränge zur Synthese aufgetrennt, sodass ein Einbau des BrdU möglich war und die Zellen 
der S-Phase zugeordnet werden konnten (3). In der G2- und M-Phase lag die DNA doppelt 
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vor, sodass mittels 7-AAD ein zweifacher DNA-Gehalt quantifiziert wurde (4) (Abbildung 
22). 
 
 
Abbildung 22: Analysestrategie zur Bestimmung 
des Zellzyklus. Vorwärtsstreulicht (FSC), Zellfläche 
(area, A), Zellhöhe (hight, H), Bromodesocyuridin 
(BrdU), apoptotische Zellen (1), G0/G1-Phase (2), S-
Phase (3), G2/M-Phase (4). Gezeigt ist eine repräsen-
tative durchflusszytometrische Analyse KMT2A-
rearrangierter Zellen. 
 
 
 
3.8.6 Differenzierungsanalyse 
Für die Untersuchung der Differenzierungsunterschiede nach 6 Tagen Behandlung wurden 
verschiedene Endpunktanalysen durchgeführt. Zur Darstellung der Morphologie wurden 
Dünnschichtpräparate von behandelten und DMSO-behandelten Zellen angefertigt. Die An-
fertigung der Dünnschichtpräparate und die Durchführung der histologischen Färbung erfolg-
ten, wie in „Kapitel 3.5.1 May-Grünwald-Giemsa-Färbung“ beschrieben. Des Weiteren konn-
te die Regulation des Differenzierungsmarkers CD14 und somit dessen Expression auf der 
Oberfläche bestimmt werden. Diese Analyse wurde einhergehend mit der in „Kapitel 3.8.4 
Apoptoseanalyse“ beschriebenen Methode durchgeführt. Ein Pipettierschema ist in Tabelle 
40 dargestellt. Die Differenzierung wurde nicht nur auf morphologischer oder phänotypischer 
Ebene sichtbar, sondern wurde zunächst auf epigenetischer Ebene induziert und resultierte 
in der veränderten Expression KMT2A-translokationsspezifischer Signaturgene. Eine Inhi-
bitorbehandlung führte entsprechend zu einer Herunterregulation dieser Zielgene, deren Ex-
pression durch eine RT-qPCR bestimmt wurde. Die Durchführung erfolgte wie in „Kapitel 
3.6.5 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion“ beschrieben. 
Weiter wurden Zellen nach Inhibitorbehandlung mit PF-9366 mittels RNA-Sequenzierung 
analysiert. Die Probenvorbereitung und Qualitätsbestimmung erfolgte wie in „Kapitel 3.6.3 
RNA-Sequenzierung“ beschrieben. Die Bibliothek wurde hier mit dem QuantSeq 3′ mRNA-
Seq Library Prep Kit FWD erstellt. Die Sequenzierung wurde mit dem NextSeq 500/550 High 
Output Kit v2.5 (75 Cycles) der Illumina-Methode durchgeführt. Die Datenanalyse der RNA-
Sequenzierung erfolgte wie in „Kapitel 3.6.3 RNA-Sequenzierung“ beschrieben. Wichtige 
Grenzwerte wurden folgendermaßen gesetzt: 
 
- differentielle Expression: |log2 fold-change | ≥ 0,5 
- angepasster p-Wert nach Benjamini-Hochberg (BH): BH-adjusted p-value  ≤  0,1 
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3.9 Statistik  
3.9.1 Darstellung zusammengefasster Daten 
Die hier gezeigten in vitro Daten wurden durch die deskriptiven statistischen Größen des 
arithmetischen Mittelwerts und der Standardabweichung (standard deviation, SD) dargestellt. 
Neu ausgewertete Daten aus bereits publizierten Datensätzen wurden mit ihren ursprüngli-
chen statistischen Parametern dargestellt. Die jeweiligen Größen sind in den entsprechen-
den Abbildungsbeschriftungen beschrieben. 
 
 
3.9.2 Statistische Testverfahren 
Um eine Aussage über die statistische Signifikanz treffen zu können, wurde zunächst die 
Verteilung der jeweiligen Stichprobe bestimmt. Als Test auf Normalverteilung wurde der 
Shapiro-Wilk-Test verwendet. Anschließend wurde auf Varianzengleichheit getestet. Hierfür 
wurde der F-Test angewandt. Bei Ablehnung der Nullhypothese des F-Tests bei p ≤ 0,05 war 
schließlich ein ungepaarter t-Test möglich. Eine Signifikanz wurde ab einem p ≤ 0,05 ange-
nommen.  
Innerhalb einer Abbildung wurde auch dann ein t-Test durchgeführt, wenn ein Parameter der 
vorherigen Tests unzutreffend war. Trotzdem wurden adäquate Testverfahren für diese Ein-
zelfälle verwendet, um sich der Aussage, die Nullhypothese anzunehmen oder abzulehnen, 
sicher zu sein. Als eine Anpassung bei nicht-normalverteilten Stichproben aber gleicher Ver-
teilung konnte der Mann-Whitney-Test herangezogen werden. Bei normalverteilten Proben 
aber keiner Varianzengleichheit wurde das Ergebnis zusätzlich mit einem Welch-Test über-
prüft.  
Die statistischen Testverfahren wurden mittels der GraphPad PRISM 8 Software durchge-
führt.  
 
 
3.9.3 Synergieberechnung 
Für die Synergieberechnungen wurde die Methode nach Chou-Talalay verwendet.[156] Zu-
nächst mussten hierfür die Dosis-Wirkungs-Kurven durch die Verwendung steigender Kon-
zentrationen der Einzelbehandlungen der zu analysierenden Substanzen erstellt werden. 
Aus den Daten wurden folglich Kurven nach einem vierparametrischen logarithmischen Mo-
dell mittels der GraphPad PRISM 8 Software interpoliert.  
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Anschließend wurde die Wirksamkeit beider Substanzen mit Hilfe der mittleren inhibitori-
schen Konzentration bei 50 % des maximalen Effekts (inhibitory concentration, IC50) bewertet 
und eingestuft. Ausgehend von dem Verhältnis der IC50-Werte beider Substanzen wurden 
die Titrationsschritte mit konstantem, äquipotenten Verhältnis ermittelt.  
Aus den IC50-Werten der Einzelbehandlungen sowie der kombinatorischen Dosis-Wirkungs-
Kurve konnten Isobologramme zu 50 % Effektniveau zur Bestimmung der Synergie erstellt 
werden.[156] Lagen die Datenpunkte der Kombinationstherapie auf oder über der Verbin-
dungslinie der Einzelbehandlungen, musste von einem additiven oder antagonistischen Ef-
fekt ausgegangen werden. Lagen die Datenpunkte der Kombinationstherapie unterhalb der 
Verbindungslinie der Einzelbehandlungen, konnte von Synergie gesprochen werden.[156]   
Darüberhinaus konnten nach Chou-Talalay anhand der IC50-Werte entsprechende Kombina-
tionsindices (combination indices, CI) berechnet werden.[156]   
 
 
𝐶𝐼 =
𝐼𝐶50(𝑆1𝑘𝑜𝑚𝑏)
𝐼𝐶50(𝑆1)
+
𝐼𝐶50(𝑆2𝑘𝑜𝑚𝑏)
𝐼𝐶50(𝑆2)
 
 
 
Abbildung 23: Berechnung des Kombinationsindex. Inhibitorische Konzentration bei 50 % des 
maximalen Effekts (inhibitory concentration, IC50), Substanz 1 (S1), Substanz 2 (S2), Kombinations-
behandlung (komb). Gezeigt ist die Berechnung des Kombinationsindex nach Chou-Talalay.[156]  
 
Zunächst mussten hierfür die IC50-Werte beider Substanzen aus den Einzelbehandlungen 
bekannt sein, um die Werte in die jeweiligen Nenner entsprechend einzusetzen. Anschlie-
ßend musste die Konzentrationszusammensetzung identifiziert werden, die zu 50 % Inhibiti-
on infolge einer Kombination führt. Die dazu beitragenden Konzentrationen beider Substan-
zen konnten dann in den entsprechenden Zähler der Formel eingesetzt werden. 
Ein CI größer als 1 (CI ≥ 1) indizierte Antagonismus, ein CI gleich 1 (CI = 1) indizierte einen 
additiven Effekt, ein CI kleiner als 1 (CI ≤ 1) indizierte Synergie.[156] 
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4 Ergebnisse  
4.1 Etablierung des humanen KMT2A-CRISPR/Cas9-Systems 
4.1.1 Etablierung von sgRNAs für KMT2A, AFF1 und MLLT3 in hämatopoetischen 
Stamm- und Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut  
Das CRISPR/Cas9-System bietet eine Plattform für hoch präzise Genomeditierungen mit 
verbesserter Effizienz im Vergleich zu bisherigen Verfahrensweisen, wie TALENs und ZFNs. 
Um die Limitationen bisheriger Modellsysteme zu überwinden, sollte das humane TALEN-
Translokationsmodell mittels der CRISPR/Cas9-Technologie optimiert werden.[105]-[107] Die 
Vorteile dieses humanen Systems, das endogene KMT2A-Onkogen darzustellen und so die 
Krankheit verlässlich zu imitieren, sollten hier erhalten bleiben. Vor allem aber sollten durch 
die Verwendung des innovativen Systems die lange Latenzzeit bis zur möglichen Identifikati-
on positiver Translokationsprodukte für weitere Untersuchungen verkürzt werden und die 
gesteigerte Effizienz zur Etablierung eines verlässlichen, stabilen CRISPR/Cas9-
Translokationsmodells führen.  
Dazu wurden sgRNAs für die entsprechenden Gene konzipiert. Hierbei wurde darauf geach-
tet, patientenabgeleitete Schnittstellen im Genom zu wählen, welche die schlechte Prognose 
akuter KMT2A-rearrangierter Leukämien möglichst gut veranschaulichen. Es wurden daher 
Sequenzen in den jeweiligen BCRs der KMT2A-, AFF1- und MLLT3-Gene gewählt.[38][39][75][76] 
Für das KMT2A-Gen war es darüber hinaus wichtig, Intron 11 zu adressieren, um den Struk-
turverlust der PHD und die damit einhergehende schlechte Prognose zu imitieren.[38][39] 
Für die praktische Durchführung war die Herangehensweise der RNP-basierten 
CRISPR/Cas9-Methode ausschlaggebend, um eine ausreichende Effizienz in CD34+ huCB 
Zellen zu erreichen.[137] Außerdem ist zu erwähnen, dass die Physiologie der Zelle durch 
diese virusfreie Methode möglichst wenig zusätzlich beeinflusst wird.[137][158] Die selbstent-
worfenen sgRNAs mit CRISPRscan mussten folglich in vitro produziert und auf Funktionalität 
getestet werden. Hierfür wurde der in vitro cleavage assay verwendet (Daten nicht gezeigt). 
Als proof-of-principle erfolgte dann die Effizienztestung in K562-Zellen. Nach Nukleofektion 
der Zellen wurde die genomische DNA isoliert, die gewählte Stelle per PCR amplifiziert und 
hinsichtlich der entstandenen DSB und NHEJ mittels des T7-Endonuklease-Assays analy-
siert. Die Schneideeffizienzen sind in Abbildung 24 A dargestellt. 
Anhand der Daten wurde die jeweils beste sgRNA pro Gen mit mindestens 30 % Schnei-
deeffizienz ausgewählt und weiter in CD34+ huCB Zielzellen hinsichtlich ihrer Effizienz getes-
tet. Ähnlich hohe Schneideeffizienzen konnten ebenso in CD34+ huCB Zielzellen erreicht 
werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 B dargestellt. Diese Daten wurden publiziert 
in Secker et al., 2019.[157] 
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Abbildung 24: Etablierung von sgRNAs für KMT2A, AFF1 und MLLT3. Die Bestimmung der 
sgRNA-Schneideeffizienzen erfolgte mittels T7-Endonuklease-I-Assay. (A) Die Polyacryamid-Gel-
Bilder zeigen repräsentative Ergebnisse des T7-Endonuklease-I-Assays von K562-Testzellen, die mit 
sgRNAs für KMT2A (MLL) (sgRNA1-3), AFF1 (AF4) (sgRNA1-4) und MLLT3 (AF9) (sgRNA1-2) und 
Cas9-Protein nukleofiziert wurden. (B) Die jeweilige sgRNA mit der besten Schneideeffizienz wurde in 
CD34+ HSPCs aus huCB angewendet. Zellen, die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, dienten als 
jeweilige Kontrollen (ctrl). Die Menge an verdauten PCR-Produkten definierter Größe (Basenpaare, 
bp) repräsentiert die durch NHEJ entstandene fehlerhafte Reparatur der DSB und wurde mittels 
ImageJ quantifiziert. Schneideeffizienzen in %. Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
 
 
4.1.2 Translokationsinduktion in hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen aus 
Nabelschnurblut 
 
 
 
Abbildung 25: Translokationsinduktion in hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen aus 
Nabelschnurblut. Die jeweiligen sgRNAs für KMT2A (MLL) und AFF1 (AF4) oder MLLT3 (AF9) wur-
den zur Translokationsinduktion entsprechend paarweise verwendet. (A) Repräsentative Agarose-
Gel-Bilder positiver PCR-Produkte definierter Größe (bp) für t(4;11) (MLL-AF4) und t(9;11) (MLL-AF9) 
von CD34+ HSPCs aus huCB an Tag 15 und Tag 26 sind gezeigt. Zellen, die nur mit Cas9-Protein 
behandelt wurden, dienten als Kontrolle (ctrl). Die zugehörigen Sanger-Sequenzierungsergebnisse 
sind in (B) gezeigt. Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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Um die t(9;11)- und t(4;11)Translokationen mit gesteigerter Effizienz hinsichtlich einer ver-
kürzten Latenzzeit und Stabilität zu verbessern, wurden wiederrum CD34+ huCB Zellen iso-
liert und mit sgRNAs für KMT2A und MLLT3 oder AFF1 jeweils paarweise mit Cas9-Protein 
als RNP-Komplexe in die Zellen eingebracht. Zellen, die lediglich mit Cas9-Protein behandelt 
wurden, dienten als Kontrollzellen. Nach Nukleofektion der Zellen wurde die genomische 
DNA isoliert. Die konzipierten Genfusionen sowohl der t(9;11)- als auch der t(4;11)-
Translokation konnten bereits sehr früh in Kultur per PCR identifiziert (Abbildung 25 A) und 
per Sanger-Sequenzierung validiert werden (Abbildung 25 B). KMT2A-rearrangierte Zellen 
von unterschiedlichen Spendern wiesen dieselbe Sequenz der Genfusionen auf. Vollständi-
ge Agarose-Gel-Bilder mit Molekulargewichtsmarker sind in Anhang 6 dargestellt. Diese 
Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
 
 
4.1.3 Nachweis der reinen, polyklonalen Populationen KMT2A-rearrangierter Zellen 
Der Nachweis einer Translokation ist nicht hinreichend, um die KMT2A-rearrangierten Zellen 
als in vitro Modell weiter verwenden zu können. Eine möglichst reine Kultur ist notwendig, 
um später verlässliche Aussagen und Rückschlüsse auf die Pathophysiologie möglich zu 
machen. Daher wurden die nukleofizierten Zellen nach der Genomeditierung in Flüssigkultur 
unter optimalen Wachstumsbedingungen mit bewährten Zytokinen und Chemokinen gehal-
ten und überwacht.[105]-[107] Eine regelmäßige Überprüfung mittels semi-quantitativer PCR der 
konzipierten Genfusionen durch den normierten Einsatz von 100 ng genomischer DNA sollte 
erste Informationen der relativen Anzahl translokationspositiver Zellen liefern. In Abbildung 
26 A sind repräsentative Ergebnisse dieser Untersuchungen gezeigt. Für die reziproken 
t(4;11)- und t(9;11)-Translokationen sind stärker werdende Signale der PCR-Produkte über 
die Zeit zu erkennen. Vollständige Agarose-Gel-Bilder mit Molekulargewichtsmarker sind in 
Anhang 6 dargestellt. 
Zum Zeitpunkt eines starken, gesättigten Signals wurde zur verlässlichen Quantifizierung 
translokationspositiver Zellen eine FISH durchgeführt. Hier sind repräsentative Resultate an 
Tag 30 für t(4;11)- und an Tag 40 für t(9;11)-Zellen dargestellt (Abbildung 26 B). Die 
KMT2A breakapart Sonde detektiert hierbei jeweils ein intaktes KMT2A-Gen, indem die Son-
denfarben Rot und Grün fast überlagert auftreten. Liegen die Sondenfarben getrennt vonei-
nander in der Zelle vor, so befinden sich die hybridisierten Genabschnitte auf unterschiedli-
chen Chromosomen. Die Auszählung von 100 Zellen ergab eine Reinheit translokationsposi-
tiver Zellen von 100 % an den entsprechenden repräsentativen Tagen.  
Gleichermaßen ergaben die Chromsomenanalysen t(4;11)- und t(9;11)-rearrangierter Zellen 
die jeweiligen spezifischen Bandenmuster (Abbildung 26 C). Anhand der Pfeile sind die 
reziproken Translokationen zu erkennen. 
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Die funktionale Expression der fusionierten Exone auf mRNA-Ebene wurde anschließend 
mittels RT-PCR nachgewiesen. Die repräsentativen Ergebnisse zeigen t(4;11)- und t(9;11)-
Fusionstranskripte der cDNA (Abbildung 26 D). Vollständige Agarose-Gel-Bilder mit Mole-
kulargewichtsmarker sind in Anhang 6 dargestellt. Diese Daten wurden publiziert in Secker 
et al., 2019.[157] 
 
 
Abbildung 26: Nachweis der reinen, polyklonalen Populationen KMT2A-rearrangierter Zellen. 
Der Erfolg der Translokationsinduktion wurde über einen Kulturzeitraum von mindestens 40 Tagen 
überwacht. (A) Die Agarose-Gel-Bilder zeigen repräsentative Ergebnisse der semi-quantitativen PCR 
definierter Größen (bp) von 100 ng genomischer DNA. Die reziproken Translokationsprodukte für 
t(4;11) (MLL-AF4 und AF4-MLL) und t(9;11) (MLL-AF9 und AF9-MLL) nehmen in ihrer Menge vom 
Tag der ersten Identifikation (Tag 9 und Tag 19) bis zu 100 % reinen, polyklonalen Kulturen (Tag 26 
und Tag 40) zu. (B) Die Identifikation der 100 % reinen, polyklonalen Kulturen (MLL-AF4 und MLL-
AF9) erfolgte mittels manueller Auszählung der FISH-Analyse von 100 Zellen. Repräsentative Fluo-
reszenzaufnahmen sind gezeigt. Die Analyse wurde in Kooperation mit dem Institut für Pathologie und 
Neuropathologie und der Abteilung für Allgemeine und Molekulare Pathologie und Pathologische Ana-
tomie des Universitätsklinikums Tübingen angefertigt. Die Chromosomenanalyse der KMT2A-
rearrangierten Zellen ist in (C) dargestellt. Die Analyse wurde in Kooperation mit dem Institut für Medi-
zinische Genetik und Angewandte Genomik des Universitätsklinikums Tübingen angefertigt. (D) Der 
Nachweis der Translokation auf mRNA-Ebene ist repräsentativ per Agarose-Gel-Bild der entspre-
chenden RT-PCRs für MLL-AF4 und MLL-AF9 gezeigt. Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das CRISPR/Cas9-System eine verbesserte 
Methode zur effizienten Generierung humaner endogener KMT2A-Translokationen basie-
rend auf Patientensequenzen darstellt. Hoch präzise Genomeditierungen ermöglichten im-
mer gleichbleibende genetische Alterationen in verschiedenen Spendern. Dies führte zur 
Etablierung eines verlässlichen KMT2A-rearrangierten endogenen in vitro Modells mit unbe-
grenztem Wachstumspotential. Der Identifikationszeitpunkt konnte zeitlich im Vergleich zum 
humanen TALEN-Translokationsmodell erheblich nach vorne verschoben werden. Zudem 
konnte schon sehr früh eine 100 % reine polyklonale KMT2A-rearrangierte Population er-
reicht werden, die dann zur weiteren Charakterisierung zu Verfügung stand. 
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4.2 Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen 
4.2.1 Proliferationsverhalten und Fähigkeit zur Selbsterneuerung KMT2A-
rearrangierter Zellen 
Die Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems unter Berücksichtigung patientenabgeleiteter 
Schnittstellen kann zu Induktion eines in vitro Modells führen. Ohne lentiviralen Einfluss kön-
nen so Translokationen unter endogenen Promotoren in Zellen exprimiert werden. Diese 
Zellen sollten im Gegensatz zu Patientenzellen in vitro in Kultur gehalten werden können, 
ohne jedoch ihre Vergleichbarkeit zu ebendiesen zu verlieren. Eine Charakterisierung der in 
„Kapitel 4.1 Etablierung des humanen KMT2A-CRISPR/Cas9-Systems“ entwickelten 
KMT2A-rearrangierten Zellen, sollte Aufschluss über deren Proliferationsverhalten, Morpho-
logie und Phänotyp sowie deren Vergleichbarkeit zu Patientenzellen geben, um Belege zu 
sammeln, die Krankheit verlässlich imitieren zu können. 
In „Kapitel 4.1.3 Nachweis der reinen, polyklonalen Populationen KMT2A-rearrangierter Zel-
len“ wurde bereits beschrieben, dass die Intensität des Signals der semi-quantitativen PCR 
über die Kulturzeit zunahm. Dies und die Tatsache, dass letztendlich an Tag 30 und Tag 40 
100 % reine translokationspositive Populationen identifiziert werden konnten, lassen Rück-
schlüsse auf deren verändertes Proliferationsverhalten zu. Nicht nur die Zellen in den jewei-
ligen Ansätzen, die nicht durch das CRISPR/Cas9-System verändert wurden, sondern auch 
Kontrollzellen in Parallelansätzen sind den KMT2A-rearrangierten Zellen in ihrem Proliferati-
onsverhalten unterlegen. Deutlich wurde dies durch die Untersuchung der Wachstumskurven 
der jeweiligen Zellen.  
 
 
Abbildung 27: Proliferationsverhalten und Fähigkeit zur Selbsterneuerung KMT2A-
rearrangierter Zellen. (A) Die Proliferation KMT2A-rearrangierter Zellen (MLL-AF4 und MLL-AF9) 
und Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurde nach Translokationsinduk-
tion (Tag 0) überwacht. Gezeigt sind die errechneten Gesamtzellzahlen repräsentativer Kulturen bis 
zum Absterben der Kontrollzellen. (B) Die Fähigkeit zur Selbsterneuerung wurde mittels des CFU-
Assays bestimmt. Gezeigt sind die zusammengefassten Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) 
t(9;11)-rearrangierter (MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden. 
Unveröffentlichte Daten.  
 
Nach Nukleofektion (Tag 0) bestand zunächst kein Unterschied zwischen RNP-behandelten 
Zellen und solchen, die nur mit Cas9-Protein nukleofiziert wurden. Ungefähr an Tag 30 ver-
langsamte sich jedoch die Proliferation der Kontrollzellen, wohingegen sich die der KMT2A-
rearrangierten Zellen auf gleichbleibend hohem Niveau hielt. Ein Absterben durch Differen-
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zierung der CD34+ huCB nach ungefähr 60 Tagen in Flüssigkultur unter myeloischen Kultur-
bedingungen wurde beobachtet, während KMT2A-rearrangierte Zellen unbegrenzt weiter-
wuchsen. Repräsentative Ergebnisse sind in Abbildung 27 A dargestellt.  
Zu einem späten Zeitpunkt in Kultur, ab welchem bereits reine KMT2A-rearrangierte Zellen 
vorlagen, konnten die Zellen hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Selbsterneuerung verglichen 
werden. Während CD34+ huCB in myeloischer Flüssigkultur immer mehr differenzierten und 
kaum noch Kolonien in Methylcellulose bildeten, behielten über den gleichen Zeitraum kulti-
vierte t(9;11)-rearrangierte Zellen ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung bei. Die Verwendung 
von Zellen aus primären Methylcellulosekulturen in sekundären Ansätzen zeigte, dass 
t(9;11)-rearrangierte Zellen durch die Steigerung der potenziell leukämieinitiierenden Zellen 
imstande waren, erneut Kolonien in gesteigertemm Ausmaß zu bilden, während Kontrollzel-
len diese Eigenschaft nicht besaßen. Ergebnisse sind in Abbildung 27 B dargestellt. t(4;11)-
rearrangierte Zellen bildeten zu keinem Zeitpunkt und von keinem Spender Kulturen aus. 
 
 
4.2.2 Blastenartige Morphologie KMT2A-rearrangierter Zellen  
Zur weiteren Charakterisierung und Untersuchung der Eignung KMT2A-rearrangierter Zellen 
als in vitro Modell sind nicht nur Proliferationsverhalten und Fähigkeit zur Selbsterneuerung, 
sondern auch die Zellmorphologie wichtig, um das onkologische Potential zu bewerten. Un-
tersuchungen histologischer May-Grünwald-Giemsa-Färbungen sollten einen Einblick dahin-
gehend ermöglichen.  
Während CD34+ huCB in myeloischer Flüssigkultur mit zunehmender Dauer differenzierten, 
sodass sich ihre Morphologie dahingehend änderte, entwickelten über den gleichen Zeitraum 
kultivierte KMT2A-rearrangierte Zellen eine blastenartige Morphologie. Ergebnisse sind in 
Abbildung 28 dargestellt. Kontrollzellen zeigten einen myelozytären Phänotyp mit bereits 
apoptotische Zellen. KMT2A-rearrangierte Zellen hingegen wiesen viele Mitosen und eine 
blastenartige Zellmorphologie auf. 
 
 
Abbildung 28: Blastenartige Morphologie KMT2A-rearrangierter Zellen. Die Untersuchung der 
Morphologie KMT2A-rearrangierter Zellen (MLL-AF4 und MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), die nur 
mit Cas9-Protein behandelt wurden, erfolgte mittels histologischer Färbung nach May-Grünwald-
Giemsa. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen der Zellmorphologie der Dünnschichtpräparate. 
Maßstabsbalken geben 20 µm an. Unveröffentlichte Daten. 
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Nicht nur das oben beschriebene veränderte Proliferationsverhalten, sondern auch Verände-
rungen der Zellmorphologie lassen somit auf ein erhöhtes onkologisches Potential KMT2A-
rearrangierter Zellen schließen. 
 
 
4.2.3 Phänotypische Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen mittels Durch-
flusszytometrie 
Eine phänotypische Charakterisierung von Modellzellen ist unerlässlich, um diese von Kon-
trollzellen abzugrenzen, deren Verhalten und Eigenschaften zu erklären und um einen Aus-
gangspunkt für spätere Analysen festzulegen. Die Methode der Durchflusszytometrie spielt 
hierfür in der Hämatologie und Onkologie eine zentrale Rolle.  
Bezüglich der Hämatopoese ist es wichtig zu erwähnen, dass bei Stammzellen zunächst von 
CD34+CD38- Zellen ausgegangen werden kann. Je weiter die Vorläuferzellen differenzieren, 
desto mehr CD38 exprimieren sie auf ihrer Oberfläche.[159] Es ist bekannt, dass leukämische 
Zellen von Patienten mit KMT2A-rearrangierter Leukämie meist unabhängig ihres Phänotyps 
(AML oder ALL) CD34- Zellen enthalten.[160][161] 
Wurden die hier generierten KMT2A-rearrangierten Zellen mit Kontrollzellen verglichen, wel-
che gleich lange in Kultur gehalten wurden, so waren beide Populationen als CD34- zu cha-
rakterisieren, während die Kontrollzellen jedoch CD38 als gesteigerten Differenzierungsmar-
ker auf ihrer Oberfläche exprimierten (Abbildung 29 A, obere Reihe).  
Die Verwendung eines Kulturmediums mit eher myeloisch prägenden Zytokinen führte so-
wohl bei KMT2A-rearrangierten als auch bei Kontrollzellen zur Expression von myelo-
monozytären Markern wie CD15 und CD64 und somit zu einem myelomonozytären Phäno-
typ (Abbildung 29 A, untere Reihe). Mit den Ergebnissen der Markerexpression von CD34 
und CD38 kann man somit zusammenfassend für KMT2A-rearrangierte Zellen von weniger 
differenzierten, myelomonozytären Vorläuferblasten ausgehen. 
Unterstützt wird diese Hypothese durch die erweiterte Untersuchung des monozytären Ober-
flächenmarkers CD14. Als typischer Differenzierungsmarker der Monozyten[162] ist dieses 
Oberflächenprotein gut dafür geeignet, KMT2A-rearrangierte Zellen und Kontrollzellen in 
ihrem Stadium zu charakterisieren und zu vergleichen. In Abbildung 29 B ist gezeigt, dass 
die CD14-Expression sowohl auf t(4;11)- als auch auf t(9;11)-rearrangierten Zellen sehr ge-
ring und auf Kontrollzellen signifikant erhöht war. 
Als weiterer Faktor zur Charakterisierung und Abgrenzung KMT2A-rearrangierter Zellen  
gegen Kontrollzellen sind bereits einige KMT2A-translokationsspezifische Oberflächenmar-
ker bekannt. Aoki et al., 2015 sowie Schneidawind et al., 2018 benannten CD32 und CD9 als 
solch KMT2A-translokationsspezifische Marker.[107][160] Deren Überprüfung auf den hier gene-
rierten, KMT2A-rearrangierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen ist in Abbildung 29 B 
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dargestellt. Sowohl die Expression von CD32 als auch von CD9 war auf KMT2A-
rearrangierten signifikant erhöht. Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass KMT2A-rearrangierte Zellen als gering differen-
zierte, myelomonozytäre Vorläuferblasten mit KMT2A-translokationsspezifischer Markerex-
pression charakterisiert werden können.  
 
 
Abbildung 29: Phänotypische Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen mittels Durch-
flusszytometrie. Der Phänotyp KMT2A-rearrangierter Zellen (MLL-AF4, M-4 und MLL-AF9, M-9) und 
Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurde nach erreichter Reinheit be-
stimmt. (A) Durchflusszytometrische Analysen zeigen eine geringe CD34- und CD38-Expression 
KMT2A-rearrangierter Zellen und deren myelomonozytäre Expression von CD15 und CD64. Reprä-
sentative und zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) sind gezeigt. (B) 
KMT2A-rearrangierte Zellen (schwarze Linie) zeigen geringere Expression des Differenzierungsmar-
kers CD14 und höhere Expression der KMT2A-leukämiespezifischen Oberflächenmarker CD32 und 
CD9 im Vergleich zu Kontrollzellen (ctrl, graue Schattierung). Repräsentative und zusammengefasste 
Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) sind gezeigt. Balken zeigen das arithmetische Mittel, 
Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten 
publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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4.2.4 Authentizität KMT2A-rearrangierter Zellen als patientenähnliches in vitro Modell  
Die Intension, patientenabgeleitete Schnittstellen zur Etablierung des CRISPR/Cas9-
Systems zu verwenden, stellt eine zentrale Rolle für die Authentizität des in vitro Modells dar. 
Um CRISPR/Cas9-generierte KMT2A-rearrangierte Zellen als verlässliches Modell nutzen zu 
können, müssen pathologische Signalwege als Konsequenz der KMT2A-Translokation mit 
Patientendaten vergleichbar sein.[105]-[107] Der Verzicht auf lentivirale Methoden trägt hier zur 
Minimierung unerwünschter Effekte bei. Trotzdem ist ein Nachweis der Verlässlichkeit des in 
vitro Modells unbedingt notwendig, um die Krankheit nachgewiesenermaßen imitieren zu 
können. 
Zusätzlich zur bisherigen Charakterisierung der Proliferation, der Fähigkeit zur Selbsterneue-
rung, der Morphologie und des Phänotyps bietet die Methode der RNA-Sequenzierung die 
Möglichkeit, Zellen hinsichtlich ihrer Unterschiede und Gemeinsamkeiten auf transkriptionel-
ler Ebene zu analysieren. Ein interner Vergleich mit Kontrollzellen stellt die Basis für dieses 
Vorgehen dar. Anschließend können ermittelte Expressionslevel mit Patientendaten und bis-
herigen Erkenntnissen über das KMT2A-translokationsspezifische Transkriptom abgeglichen 
werden.  
Für t(4;11)-rearrangierte Zellen wurden zwei unabhängige Spender mittels RNA-
Sequenzierung untersucht. Dazu wurden die t(4;11)-rearrangierten Zellen und ihre entspre-
chenden Kontrollzellen, die lediglich mit Cas9-Protein behandelt wurden, in gleichen Kultur-
bedingungen gehalten. Nach Erreichen einer 100 % reinen Population KMT2A-rearrangierter 
Zellen wurden die vier Proben analysiert. Die Expressionsprofile der t(4;11)-rearrangierten 
Zellen wurden mit denen der Kontrollen verglichen. Hierbei wurden 2.729 von 13.276 Genen 
(∼ 21 %) als differentiell exprimiert ermittelt (p<0,01). Davon waren 1.417 Gene in t(4;11)-
rearrangierten Zellen hochreguliert. Ergebnisse hierzu sind in Anhang 7 A dargestellt. Eine 
Korrelation der Proben ergab eine größere Ähnlichkeit zwischen den beiden Spendern mit 
t(4;11)-Translokation als zur jeweiligen Kontrolle des ursprünglichen Spenders (Anhang 
7 B). Die 100 meist differentiell exprimierten Gene (50 hoch- und 50 herunterreguliert) sind in 
Anhang 8 aufgelistet. Diese interne Analyse des Vergleichs KMT2A-rearrangierter Zellen mit 
entsprechenden Kontrollzellen ergab folglich, dass die KMT2A-Translokation erheblichen 
Einfluss auf nachfolgende Signalwege hatte. Diese Ergebnisse wurden nun mit Patientenda-
ten aus Stam et al., 2010 in Relation gebracht. Es konnte gezeigt werden, dass innerhalb der 
100 meist differentiell exprimierten Gene bereits MEIS1 und FLT3 detektiert wurden, was 
deren konservierte Rolle in KMT2A-rearrangierten Zellen unterstreicht (Anhang 8).[153]  
Außerdem wurden innerhalb der 100 meist differentiell exprimierten Gene des Patientenda-
tensatzes die fünf Gene MEIS1, APOL2, GFOD1, SPTBN1 und ZNF827 gefunden, deren 
Expressionshöhe nahezu identisch zu der der CRISPR/Cas9-generierten t(4;11)-
rearrangierten Zellen gefunden werden konnte (Anhang 7 C). Diese Daten wurden publiziert 
in Secker et al., 2019.[157] 
  Ergebnisse 
73 
 
Abbildung 30: KMT2A-rearrangierte Zellen als patientenähnliches in vitro Modell. t(4;11)-
rearrangierte Zellen (MLL-AF4, n=2) und Kontrollzellen derselben Spender (ctrl, n=2), die nur mit 
Cas9-Protein behandelt wurden, wurden nach identischer Zeit in Kultur mittels RNA-Sequenzierung 
analysiert. Die Rohdaten wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Epigenetik des Instituts für 
Medizinische Genetik und Angewandte Genomik des Universitätsklinikums Tübingen ausgewertet. (A) 
GSEA der MLL-AF4-Signatur verglichen mit zwei Patientendatensätzen sind gezeigt.[84][153] Es wurden 
t(4;11)-rearrangierte Patientenzellen (MLL-AF4) mit nicht-rearrangierten (non-MLLr) verglichen. Hoch-
regulierte gene sets in Patienten wurden ebenso in t(4;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF4, rot) gefun-
den, während herunterregulierte gene sets in Patienten in Kontrollzellen (ctrl, blau) gefunden wurden. 
Es sind die Werte der normalized enrichement scores (NES), der p-Werte (p) für statistische Signifi-
kanz und q-Werte für die false discovery rate (FDR) gezeigt. (B) Die differenzielle Genexpression aus 
der RNA-Sequenzierungs-Analyse lässt sich anhand der charakteristischen KMT2A-
leukämiespezifischen Zielgene (MLLr Signatur) und der leukämischen Stammzellsignatur (LSC Signa-
tur) verdeutlichen. Charakterisiert wurden t(4;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF4, n=2, schwarz) an-
hand der Hochregulation von MEIS1, HOXA9 und HOXA10 und der Herunterregulation von HOXB-
AS1, HOXB3 und HOXB7 sowie der spezifischen Regulation von CBX5, MYB und HMGB3 im Ver-
gleich zu Kontrollzellen derselben Spender (ctrl, n=2, weiß), die nur mit Cas9-Protein behandelt wur-
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den. Werte in normalized reads per kilobase million (nRPKM), jeder Datenpunkt repräsentiert eine 
Probe. Die Validierung der RNA-Sequenzierung mittels RT-qPCR ist in (C) gezeigt. Die Expression 
t(4;11)-rearrangierter (MLL-AF4) und t(9;11)-rearrangierter Zellen (MLL-AF9) wurde auf die der Kon-
trollzellen (ctrl) normalisiert und mit den Expressionen der t(4;11)-rearrangierten Zelllinie SEM oder 
der t(9;11)-rearrangierten Zelllinie Mono-Mac-6 (MM6) sowie Patientenzellen (unique patient number, 
UPN1 und UPN2) mit jeweils t(4;11)(q21;q23) und t(9;11)(p22;q23) verglichen. Zusammengefasste 
Daten aus zwei biologischen Replikaten (n=2) durchgeführt in technischen Duplikaten sind gezeigt. 
Balken zeigen das arithmetische Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde 
verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
 
Um diese ersten Hinweise der Vergleichbarkeit des in vitro Modells zu Patientenzellen zu 
validieren, wurden GSEA durchgeführt. Dazu wurden die Signaturen zweier Patientendaten-
sätze mit den RNA-Sequenzierungsergebnissen des in vitro Modells verglichen. In Abbil-
dung 30 A ist gezeigt, dass die patientenabgeleiteten KMT2A-translokationsspezifischen 
Signaturen in CRISPR/Cas9-generierten t(4;11)-rearrangierten Zellen bestätigt werden konn-
ten.  
Des Weiteren wurde die Expression CRISPR/Cas9-generierter t(4;11)-rearrangierter Zellen 
mit einzelnen, bereits publizierten KMT2A-translokationsspezifischen Signaturgenen abge-
glichen.[46][163]-[165] Es wurde sowohl die Hochregulation des HOXA-Clusters als auch die Her-
unterregulation des HOXB-Clusters detektiert (Abbildung 30 B). Außerdem konnte die Sig-
natur der sich selbst-erneuernden leukämischen Stammzellen (leukemic stem cell, LSC)[166] 
anhand der Überexpression von Chromobox 5 (CBX5), MYB proto-oncogene (MYB) und 
high mobility group box 3 (HMGB3) in CRISPR/Cas9-generierten t(4;11)-rearrangiertern Zel-
len nachgewiesen werden (Abbildung 30 B).  
Als zusätzliche Bestätigung wurden die Ergebnisse, die auf RNA-Sequenzierungsanalysen 
basierten, mittels RT-qPCR validiert. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die KMT2A-
translokationsspezifische Signatur, bestehend aus der Überexpression von MEIS1 und HO-
XA9, als auch die LSC Signatur, bestehend aus der Überexpression von CBX5, MYB und 
HMGB3, ebenfalls mit Hilfe der alternativen Methode in t(4;11)- und t(9;11)-rearrangierten 
Zellen gefunden werden konnten. Außerdem konnten so auch die Expressionsniveaus mit 
denen von KMT2A-rearrangierten Zelllinien und Patienten verglichen werden. Hierfür wurden 
die t(4;11)-rearrangierte Zelllinie SEM und die t(9;11)-rearrangierte Zelllinie Mono-Mac-6 so-
wie Patientenzellen von zwei Spendern mit t(4;11)(q21;q23) und t(9;11)(p22;q23) verwendet. 
Alle Zellarten exprimierten hohe Level der relevanten Gene. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 30 C dargestellt. Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
Zusammengefasst ist zu sagen, dass das Expressionsprofil CRISPR/Cas9-generierter 
KMT2A-rearrangierter Zellen mit Zelllinien und Patientenzellen einhergeht. Die Bedeutung 
der differentiell exprimierten Gene des in vitro Modells spielt also generell eine Rolle, 
wodurch diesem der Charakter eines verlässlichen Modells zugeschrieben werden kann. Die 
Ergebnisse des Proliferationsverhaltens, der Morphologie und des Phänotyps unterstützen 
dies. 
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4.3 KMT2A-rearrangierte Zellen zur Validierung von PRMT5 als Zielstruktur 
4.3.1 Erhöhte PRMT5-Expression in KMT2A-rearrangierten Zellen 
Die durch das CRISPR/Cas9-System generierten KMT2A-rearrangierten Zellen spiegeln die 
Pathologie der zugrundeliegenden Erkrankung wider, um zur Identifizierung neuer und Vali-
dierung bekannter Strukturen für eine zielgerichtete Therapie beitragen zu können. Die in 
„Kapitel 4.2 Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen“ gewonnenen Erkenntnisse defi-
nieren die Authentizität des in vitro Modells für diese Intension.  
Das MLL-X-Fusionsprotein kann aufgrund seiner alternierten Struktur neue Funktionen durch 
die Rekrutierung alternativer Cofaktoren gewinnen. Als solcher Cofaktor ist DOT1L bekannt, 
der die Transformation KMT2A-rearrangierter Zellen in Bezug auf deren onkologisches Po-
tential weiter vorantreibt. Hinsichtlich zielgerichteter Therapien ist DOT1L aus Modellen so-
wie Patientenzellen als Zielstruktur bekannt und eine Inhibition wird bereits in klinischen Stu-
dien angewandt.[28][49] Die Effizienz dieser Therapie blieb jedoch hinter den Erwartungen zu-
rück. Eine Behandlung KMT2A-rearrangierter Leukämien mit einer Inhibition von DOT1L 
durch eine Einzelsubstanz muss also als gescheitert angesehen werden. Eine Kombinations-
therapie könnte den Effekt verbessern. Hierzu werden Ergebnisse aus Tierstudien und 
Überexpressionsmodellen vorgeschlagen, die PRMT5 als weitere abgeleitete Angriffsmög-
lichkeit sehen.[50][58][59]  
Zunächst sollte getestet werden, ob PRMT5 als Resultat dieses Signalwegs auch in huma-
nen KMT2A-rearrangierten Zellen auf endogenem Expressionsniveau eine Rolle spielt. Wei-
terhin sollte eine mögliche Kombinationstherapie in Aussicht gestellt werden, indem sowohl 
PRMT5 als auch DOT1L als Zielstrukturen adressiert wurden, um die Effektivität der zu-
nächst vielversprechenden zielgerichteten Therapie KMT2A-rearrangierter Leukämien zu 
verbessern.  
Als erster Schritt wurde die Expression von PRMT5 in CRISPR/Cas9-System generierten 
KMT2A-rearrangierten Zellen analysiert. Aus RNA-Sequenzierungsanalysen konnte bestätigt 
werden, dass die PRMT5-Expression in t(4;11)-rearrangierten Zellen, ähnlich wie in einigen 
anderen Tumoren und im Tiermodell, hochreguliert war (Abbildung 31 A). Zur weiteren Va-
lidierung der Ergebnisse wurden RT-qPCR-Versuche durchgeführt, welche belegten, dass 
PRMT5 in t(4;11)- und t(9;11)-rearrangierten Zellen, den Zelllinien SEM und MM6 sowie Pa-
tientenzellen von zwei Spendern mit t(4;11)(q21;q23) und t(9;11)(p22;q23) überexprimiert 
wurde (Abbildung 31 B). Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
Diese Ergebnisse geben erste Hinweise darauf, dass PRMT5 eine mögliche Zielstruktur in 
humanen KMT2A-rearrangierten Zellen unter endogenen Promotoren darstellt.  
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Abbildung 31: Erhöhte PRMT5-Expression in KMT2A-rearrangierten Zellen. (A) t(4;11)-
rearrangierte (MLL-AF4, n=2, schwarz) und Kontrollzellen (ctrl, n=2, weiß), die nur mit Cas9-Protein 
behandelt wurden, wurden mittels RNA-Sequenzierung analysiert. Die Rohdaten wurden in Koopera-
tion mit der Arbeitsgruppe Epigenetik des Instituts für Medizinische Genetik und Angewandte Genomik 
des Universitätsklinikums Tübingen ausgewertet. Die differenzielle Genexpression von PRMT5 ist in 
normalized reads per kilobase million (nRPKM) dargestellt, jeder Datenpunkt repräsentiert eine Probe. 
Die Validierung der RNA-Sequenzierung mittels RT-qPCR ist in (B) gezeigt. Die Expression t(4;11)-
rearrangierter (MLL-AF4) und t(9;11)-rearrangierter Zellen (MLL-AF9) wurde auf 18S-rRNA normali-
siert und Kontrollzellen (ctrl) dienten als Kalibrator. Die Expression wurde mit jener der t(4;11)-
rearrangierten Zelllinie SEM oder der t(9;11)-rearrangierten Zelllinie Mono-Mac-6 (MM6) sowie Patien-
tenzellen (unique patient number, UPN1 und UPN2) mit jeweils t(4;11)(q21;q23) und t(9;11)(p22;q23) 
verglichen. Zusammengefasste Daten aus zwei biologischen Replikaten (n=2) durchgeführt in techni-
schen Duplikaten sind gezeigt. Balken zeigen das arithmetische Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. 
Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
 
 
4.3.2 Titration spezifischer Inhibitoren für DOT1L und PRMT5 in KMT2A-rearrangierten 
Zellen 
Die Überexpression von PRMT5 in CRISPR/Cas9-System generierten KMT2A-
rearrangierten Zellen gibt einen ersten Einblick in die Pathophysiologie unter endogenen 
Promotoren im humanen System. Der Unterschied einer passiven Überexpression und ei-
nem aktiven Beitrag zum Überleben KMT2A-rearrangierter Zellen muss jedoch noch heraus-
gearbeitet werden.  
Die Wichtigkeit von PRMT5 als Zielstruktur in KMT2A-rearrangierten Zellen sollte daher 
durch spezifische Inhibitoren getestet werden. Zur Absicherung der Spezifität und Konservie-
rung hinsichtlich KMT2A-rearrangierter Zellen sollten gesunde kulturexpandierte CD34+ 
huCB Zellen als Kontrollzellen verwendet werden. Weiterhin sollte eine mögliche Kombinati-
onstherapie in Aussicht gestellt werden, indem sowohl PRMT5 als auch DOT1L als Zielstruk-
turen adressiert werden, um die Effektivität der zunächst vielversprechenden zielgerichteten 
Therapie KMT2A-rearrangierter Leukämien zu verbessern. 
Hierfür wurde zunächst die Proliferation der CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-
rearrangierten Zellen und Kontrollzellen untersucht, indem steigende Konzentrationen von 
DOT1L-Inhibitor EPZ004777 und PRMT5-Inhibitor EPZ015666 verwendet und die Zellen 
nach 6 Tagen Behandlung mittels Trypanblau-Färbung gezählt wurden. Für beide Inhibitoren 
konnte eine dosisabhängige reduzierte Zellzahl KMT2A-rearrangierter Zellen nach 6 Tagen 
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beobachtet werden (Abbildung 32 A). Gesunde Kontrollzellen wurden nicht oder erst mit der 
höchsten Konzentration des PRMT5-Inhibitors beeinträchtigt.  
Die Wirkungsweisen beider Inhibitoren im humanen System sind entweder bekannt oder 
werden aus Tierversuchen vorgeschlagen. Im Hinblick auf DOT1L wird berichtet, dass das 
Protein zur transkriptionellen Aktivierung der KMT2A-translokationsspezifischen Signaturge-
ne und damit zu einer reduzierten Differenzierung beiträgt. Folglich wurde die dosisabhängi-
ge Differenzierung mittels CD14 durchflusszytometrisch überwacht. Nach 6 Tagen Behand-
lung mit dem DOT1L-Inhibitor konnte eine Differenzierungssteigerung beobachtet werden 
(Abbildung 32 B). Kontrollzellen blieben unbeeinträchtigt. Diese Ergebnisse, die größten-
teils aus anderen Modellen bereits bekannt sind, dienten hier vor allem zur Etablierung der 
KMT2A-rearrangierten Zellen als in vitro Testsystem für zielgerichtete Therapien. Außerdem 
konnte die optimale Konzentration für spätere Kombinationsversuche festgelegt werden. 
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde eine Konzentration von 1 µM des DOT1L-
Inhibitors EPZ004777 für weitere Versuche gewählt. 
Für PRMT5 wird berichtet, dass das Protein für die Methylierung von p53 verantwortlich ist. 
Folglich wurde die dosisabhängige Apoptoseinduktion und somit die Externalisierung von 
Phosphatidylserin mittels Annexin V-Färbung nach 6 Tagen Inhibitorbehandlung durch-
flusszytometrisch gemessen. Es konnte eine dosisabhängige Steigerung der p53-
abhängigen Apoptose gemessen werden (Abbildung 32 B). Kontrollzellen blieben erneut 
unbeeinträchtigt. Dieser Mechanismus ist aus Tierversuchen abgeleitet und konnte erstmals 
im humanen System bestätigt werden. Außerdem konnte die optimale Konzentration für spä-
tere Kombinationsversuche festgelegt werden. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde 
eine Konzentration von 1 µM des PRMT5-Inhibitors EPZ015666 für weitere Versuche ge-
wählt. Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich die CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-
rearrangierten Zellen als verlässliches in vitro Testsystem für zielgerichtete Therapien eig-
nen. Des Weiteren konnte PRMT5 als rekrutierter Cofaktor im humanen System bestätigt 
werden und scheint allein auf endogenem Expressionsniveau eine Rolle zu spielen, da eine 
Inhibition spezifische Auswirkungen auf KMT2A-rearrangierte Zellen hatte. 
Eine weitere Anwendung des PRMT5-Inhibitors innerhalb einer Kombinationstherapie zur 
Steigerung der Effektivität einer zielgerichteten Therapie von KMT2A-rearrangierten Leukä-
mien, bei der sowohl PRMT5 als auch DOT1L als Zielstrukturen adressiert werden, stellt 
demnach ein vielversprechendes Vorhaben dar. 
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Abbildung 32: Titration spezifischer Inhibitoren für DOT1L und PRMT5 in KMT2A-
rearrangierten Zellen. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und 
Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden mit steigenden Konzentratio-
nen eines DOT1L-Inhibitors (EPZ004777, DOT1Li) und eines PRMT5-Inhibitors (EPZ015666, 
PRMT5i) für 6 Tage behandelt. (A) Eine dosisabhängige Sensitivität der relativen Zahl KMT2A-
rearrangierter Zellen ist gezeigt. Dargestellt sind zwei biologische Replikate (n=3) durchgeführt in 
technischen Triplikaten. Die Zellzahl wurde jeweils auf DMSO-behandelte Zellen normalisiert (gepunk-
tete Linie). Die IC50-Werte wurden aus einem vierparametrischen logarithmischen Modell interpoliert. 
Fehlerbalken geben die SD an. (B) Repräsentative Daten aus durchflusszytometrischen Analysen des 
Differenzierungsmarkers CD14 und der Annexin V-Färbung zur Identifikation von Apoptose KMT2A-
rearrangierter Zellen (gepunktete und gestrichelte Linie) und Kontrollzellen (durchgezogene Linie) sind 
gezeigt. Daten in abgewandelter Form in Secker et al., 2019 publiziert.[157] 
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4.4 KMT2A-rearrangierte Zellen als in vitro Modell zur kombinierten DOT1L- 
und PRMT5-Inhibition als mögliche zielgerichtete Therapie 
4.4.1 Nachweis eines synergistischen Effekts der Inhibition beider Zielstrukturen mit-
tels Dosis-Wirksamkeits-Kurven 
Die zielgerichtete Therapie durch eine Inhibition des rekrutierten KMT2A-translokations-
spezifischen Cofaktors DOT1L bleibt hinsichtlich der Wirksamkeit in klinischen Studien hinter 
den Erwartungen zurück. Eine Rationale für die Inhibition von PRMT5 ist aus vorherigen 
Tiermodellen und „Kapitel 4.3 KMT2A-rearrangierte Zellen zur Validierung von PRMT5 als 
Zielstruktur“ gegeben. Für beide Inhibitoren sind Wirkungsweisen bekannt, welche sich in 
ihren Signalwegen unterscheiden. Die Überlegung einer Anwendung des PRMT5-Inhibitors 
innerhalb einer Kombinationstherapie zur Steigerung der Effektivität der DOT1L-Inhibition in 
KMT2A-rearrangierten Leukämien stellt demnach ein aussichtreiches Konzept im Hinblick 
auf eine mögliche synergistische Wirkungsweise dar. Die durch das CRISPR/Cas9-System 
generierten KMT2A-rearrangierten Zellen können als verlässliches in vitro Testsystem die-
nen, um die Auswirkungen einer möglichen Kombinationstherapie festzulegen. 
 
 
Abbildung 33: Synergistischer Effekt der Inhibition von DOT1L und PRMT5. t(4;11)-rearrangierte 
(MLL-AF4) und t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) wurden mit steigenden Konzentrationen der 
Einzelsubstanzen (EPZ004777, DOT1Li hellgrau; EPZ015666, PRMT5i dunkelgrau) und der Kombi-
nation in konstantem Verhältnis (Komb., 1+1) für 6 Tage behandelt. (A) Eine dosisabhängige Sensiti-
vität der relativen Zellzahl nach Einzel- und Kombinationsbehandlungen mittels Zellzahlbestimmung 
durch counting beads und Durchflusszytometrie ist gezeigt. Dargestellt sind drei biologische Replikate 
(n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. Die Zellzahl wurde jeweils auf DMSO-behandelte Zellen 
normalisiert. (B) Die IC50-Werte wurden aus einem vierparametrischen logarithmischen Modell interpo-
liert. (C) Die Isobologramme für die 50 %-Effektniveaus sowie die Kombinationsindices (combiantion 
indeces, CI) sind zur Bestimmung der Synergie dargestellt (CI<1). Fehlerbalken geben die SD an. 
Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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Um die therapeutische Effektivität zu verbessern, wurden folglich die DOT1L- und PRMT5-
Inhibitoren in KMT2A-rearrangierten Zellen getestet. Um deren Auswirkungen genau be-
rechnen zu können, wurden Dosis-Wirkungs-Kurven steigender Konzentrationen der Einzel- 
und der Kombinationsbehandlung nach 6 Tagen mit konstantem, äquipotenten Verhältnis 
erstellt (Abbildung 33 A). Hierfür wurde die relative Zellzahl mittels counting beads und 
Durchflusszytometrie bestimmt. Aus den Daten wurden Kurven nach einem vierparametri-
schen logarithmischen Modell interpoliert (Abbildung 33 B) und die IC50-Werte bestimmt. 
Diese sind zur Bestimmung der Synergie in Isobologrammen zu 50 % Effektniveau in Abbil-
dung 33 C dargestellt. Da die Datenpunkte der Kombinationstherapie unterhalb der Verbin-
dungslinie der Einzelbehandlungen liegen, kann von Synergie gesprochen werden. Außer-
dem wurden anhand der IC50-Werte entsprechende CIs berechnet. Ein CI kleiner als 1 indi-
ziert Synergie (Abbildung 33 C, CI<1). So kann gesagt werden, dass eine kombinatorische 
Behandlung mit DOT1L- und PRMT5-Inhibitoren einen synergistischen Effekt auf KMT2A-
rearrangierte Zellen hat. Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
 
 
4.4.2 Reduzierte Proliferation KMT2A-rearrangierter Zellen durch Einzelbehandlungen 
und gesteigerter Effekt durch eine Kombinationsbehandlung mit DOT1L- und PRMT5-
Inhibitoren 
Der Vorteil eines synergistischen Effekts über dem eines einfachen additiven Effekts stellt 
die Grundlage für eine möglichst effiziente zielgerichtete Therapie dar. Als nächster Schritt 
sollte die Behandlung KMT2A-rearrangierter Zellen und Kontrollzellen mit den entsprechen-
den Inhibitoren alleine und in Kombination erfolgen, um so eine KMT2A-translokations-
spezifische Wirkung nachzuweisen und gesunde Zellen möglichst zu schonen.  
Hierfür wurde zunächst die Proliferation CRISPR/Cas9-generierter KMT2A-rearrangierter 
Zellen und gesunder kulturexpandierter CD34+ huCB Zellen als Kontrollzellen untersucht, 
indem 1 µM DOT1L-Inhibitor EPZ004777 und 1 µM PRMT5-Inhibitor EPZ015666 einzeln und 
in Kombination verwendet und die Zellen über 6 Tage mittels Trypanblau-Färbung gezählt 
wurden. Die Einzelbehandlungen zeigten bereits eine reduzierte Proliferation KMT2A-
rearrangierter Zellen, während die Kombinationsbehandlung noch größere Auswirkungen 
hatte. In Abbildung 34 A sind repräsentative Proliferationskurven sowie zusammengefasste 
Daten gezeigt. Gesunde Kontrollzellen wurden nicht beeinträchtigt. Der gesteigerte wachs-
tumshemmende Effekt der Kombinationsbehandlung konnte ebenso durch die Bestimmung 
der relativen Zellzahl an Tag 6 mittels counting beads und Durchflusszytometrie nachgewie-
sen werden (Abbildung 34 B). Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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Abbildung 34: Reduzierte Proliferation KMT2A-rearrangierter Zellen durch Einzelbehandlung 
mit DOT1L- und PRMT5-Inhibitoren und gesteigerter Effekt durch Kombinationsbehandlung. 
t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), die 
nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden mit 1 µM des DOT1L-Inhibitors (EPZ004777, 
DOT1Li), 1 µM des PRMT5-Inhibitors (EPZ015666, PRMT5i), der Kombination beider Wirkstoffe 
(Komb.) oder DMSO für 6 Tage behandelt. (A) Für die Proliferationskurven wurde die Zellzahl alle 
zwei Tage mittels Trypanblau-Färbung und der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Eine jeweilige re-
präsentative Wachstumskurve und die zusammengefassten Daten aus drei biologischen Replikaten 
(n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. (B) Die Proliferation wurde weiter durch die 
Zellzahlbestimmung an Tag 6 mittels counting beads und Durchflusszytometrie verifiziert. Balken zei-
gen das arithmetische Mittel aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Tripli-
katen. Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. 
Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
 
Zur Validierung der Ergebnisse und zur Gewährleistung der Spezifität der Effekte sollten al-
ternative Inhibitoren der Zielstrukturen verwendet werden. Zunächst wurden der alternative 
DOT1L-Inhibitor EPZ5676 und der alternative PRMT5-Inhibitor EPZ015938 spezifisch für 
KMT2A-rearrangierte Zellen im Vergleich zu kulturexpandierten CD34+ huCB Zellen als Kon-
trollzellen titriert (Anhang 9 A). Als nächster Schritt konnten sowohl die proliferationsinhibito-
rischen Auswirkungen der Einzelkomponenten als auch der gesteigerte kombinatorische 
Effekt des alternativen DOT1L-Inhibitors und des alternativen PRMT5-Inhibitors nachgewie-
sen werden. Es wurde je 1 µM der alternativen Inhibitoren verwendet. Die Ergebnisse sind in 
Anhang 9 B gezeigt. Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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4.4.3 Beeinträchtigung des Zellzyklus der KMT2A-rearrangierten Zellen in der DNA-
Synthese-Phase durch DOT1L- und PRMT5-Inhibitoren 
Um die Auswirkungen der Behandlungen auf KMT2A-rearrangierte Zellen hinsichtlich der 
reduzierten Proliferation besser abschätzen und einordnen zu können, wurde eine Zellzyk-
lusanalyse durchgeführt. Hier kann generell zwischen den einzelnen Phasen des Zellzyklus 
differenziert werden. Hierzu gehören die G0-, G1-, G2-, M- und S-Phase. Auch apoptotische 
Zellen können identifiziert werden. Änderungen der prozentualen Verteilung geben Auf-
schluss darüber, wie sich Zellen infolge einer Behandlung verhalten, ob sich mehr Zellen im 
dormanten Stadium (G0/G1-Phase) befinden und somit nicht mehr gut durch standardmäßig 
eingesetzte Chemotherapeutika adressiert werden können, ob hauptsächlich die DNA-
Synthese verhindert wird (S-Phase) oder ob Zellen lediglich apoptotisch werden.  
 
 
Abbildung 35: Beeinträchtigung des Zellzyklus der KMT2A-rearrangierten Zellen in der DNA-
Synthese-Phase durch DOT1L- und PRMT5-Inhibitoren. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-
rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, 
wurden mit 1 µM des DOT1L-Inhibitors (EPZ004777, DOT1Li), 1 µM des PRMT5-Inhibitors 
(EPZ015666, PRMT5i), der Kombination beider Wirkstoffe (Komb.) oder DMSO für 6 Tage behandelt. 
Gezeigt sind repräsentative durchflusszytometrische Analysen (A) und zusammengefasste Daten der 
Zellen in S-Phase (B) aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. 
Balken zeigen das arithmetische Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde 
verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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Die Inhibition beider Zielstrukturen, DOT1L und PRMT5, wurde mittels Zellzyklusanalyse und 
Durchflusszytometrie untersucht. Es wurden KMT2A-rearrangierte und kulturexpandierte 
CD34+ huCB Kontrollzellen für 6 Tage mit entsprechenden Inhibitoren (1 µM DOT1L-Inhibitor 
EPZ004777 und 1 µM PRMT5-Inhibitor EPZ015666) einzeln und in Kombination behandelt 
und anschließend analysiert. Repräsentative Ergebnisse durchflusszytometrischer Analysen 
sind in Abbildung 35 A gezeigt. Beide Inhibitoren trugen lediglich zu einer prozentualen Re-
duktion der KMT2A-rearrangierten Zellen in S-Phase bei. Eine Kombination beider Wirkstoffe 
resultierte in einem gesteigerten Effekt. Kontrollzellen blieben unbeeinträchtigt. Zusammen-
gefasste Ergebnisse sind in Abbildung 35 B dargestellt. Diese Daten wurden publiziert in 
Secker et al., 2019.[157] 
Eine Beeinträchtigung KMT2A-rearrangierter Zellen hinsichtlich des Zellzyklus und im Be-
sonderen im Hinblick auf eine gestörte DNA-Synthese ohne Zunahme dormanter Zellen lässt 
erste Rückschlüsse auf eine mögliche verbleibende Vulnerabilität gegenüber Chemothera-
peutika zu. Dieser Aspekt wird in „Kapitel 4.4.6 Kombination mit Chemotherapie als Möglich-
keit für die klinische Anwendung“ näher beleuchtet. Zunächst war eine weitere Analyse der 
Gründe für die gestörte DNA-Synthese infolge der Behandlung mit der Kombinationstherapie 
durchzuführen. Eine Differenzierungsanalyse und eine spezifische Apoptoseuntersuchung 
trugen dann zur Aufklärung der betroffenen Signalwege bei. 
 
 
4.4.4 Induzierte Differenzierung KMT2A-rearrangierter Zellen durch eine Einzelbehand-
lung mit DOT1L-Inhibitor und nach Kombinationsbehandlung 
Für DOT1L ist bekannt, dass das Protein zur transkriptionellen Aktivierung der KMT2A-
translokationsspezifischen Signaturgene und damit zu einem Differenzierungsblock führt. Für 
die Kombinationstherapie ist wichtig, zu evaluieren, ob diese Tatsache weiterhin gültig ist.  
Hierfür wurden KMT2A-rearrangierte Zellen und kulturexpandierte CD34+ huCB Kontrollzel-
len für 6 Tage mit 1 µM DOT1L-Inhibitor EPZ004777 und 1 µM PRMT5-Inhibitor EPZ015666 
einzeln und in Kombination behandelt. Die Expression KMT2A-translokationsspezifischer 
Signaturgene, MEIS1 und HOXA9, wurde anschließend mittels RT-qPCR analysiert. Wäh-
rend Kontrollzellen keine veränderte Expression infolge der verschiedenen Behandlungen 
aufwiesen, konnte gezeigt werden, dass die Expression von MEIS1 und HOXA9 in KMT2A-
rearrangierten Zellen reduziert wurde, sobald der DOT1L-Inhibitor im Behandlungsschema 
enthalten war (Abbildung 36 A). Eine PRMT5-Inhibition hatte keinen Einfluss auf die Ex-
pression KMT2A-translokationsspezifischer Signaturgene, während der Effekt des DOT1L-
Inhibitors innerhalb der Kombinationstherapie aufrechterhalten werden konnte.  
Die Expression der KMT2A-translokationsspezifischen Signaturgene führt in leukämischen 
Zellen zu einer reduzierten Differenzierung. Aufgrund dessen wurde die Morphologie der 
Zellen nach 6 Tagen Behandlung mittels histologischer May-Grünwald-Giemsa-Färbung be-
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wertet. Während die Aufnahmen der Kontrollzellen keinen Hinweis auf weitere Differenzie-
rung zuließen, konnte eine gesteigerte Differenzierung der Zellen nach DOT1L-Inhibition 
beobachtet werden (Abbildung 36 B). Zudem konnten vermehrt apoptotische Zellen nach 
PRMT5- und Kombinationsbehandlung identifiziert werden. Dieser Aspekt wird in weiteren 
Experimenten in „Kapitel 4.4.5 Induzierte Apoptose KMT2A-rearrangierter Zellen durch Ein-
zelbehandlung und gesteigerter Effekt durch Kombinationsbehandlung“ untersucht.  
Der Aspekt der Differenzierung, beobachtet durch Morphologieuntersuchungen, sollte mittels 
der Expression des Oberflächenmarkers CD14 validiert werden. Dazu wurden die Zellen 
nach 6 Tagen Behandlung mittels Durchflusszytometrie untersucht. Sobald der DOT1L-
Inhibitor im Behandlungsschema enthalten war, konnte eine gesteigerte Differenzierung 
durch eine erhöhte Expression von CD14 auf der Oberfläche KMT2A-rearranggierter Zellen 
beobachtet werden (Abbildung 36 C). Kontrollzellen blieben unbeeinträchtigt. Eine PRMT5-
Inhibition hatte keinen Einfluss auf die CD14-Expression, während der Effekt des DOT1L-
Inhibitors innerhalb der Kombinationstherapie aufrechterhalten werden konnte. Diese Daten 
wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
Zur Validierung der Ergebnisse wurden erneut alternative Inhibitoren der Zielstrukturen ver-
wendet. Es wurde je 1 µM des alternativen DOT1L-Inhibitors EPZ5676 und des alternativen 
PRMT5-Inhibitors EPZ015938 verwendet. Zur Identifikation DOT1L-induzierter reduzierter 
Differenzierung wurde die Expression des KMT2A-translokationsspezifischen Signaturgens 
HOXA9 als Referenz untersucht. Die Ergebnisse sind vergleichbar zu denen der bisher ver-
wendeten Inhibitoren und sind in Anhang 9 C gezeigt und wurden publiziert in Secker et al., 
2019.[157] 
Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die berichtete Wirkungsweise des DOT1L-
Inhibitors, die Differenzierung KMT2A-rearrangierter Zellen zu induzieren, nachgewiesen 
werden konnte. Weiter konnte diese Wirkungsweise in der Kombinationstherapie bestätigt 
werden. Die Expression KMT2A-translokationsspezifischer Signaturgene, die Änderung der 
Morphologie und die CD14-Expression gehen miteinander einher. 
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Abbildung 36: Induzierte Differenzierung KMT2A-rearrangierter Zellen durch Einzelbehandlung 
mit DOT1L-Inhibitor und nach Kombinationsbehandlung. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-
rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, 
wurden mit 1 µM des DOT1L-Inhibitors (EPZ004777, DOT1Li), 1 µM des PRMT5-Inhibitors 
(EPZ015666, PRMT5i), der Kombination beider Wirkstoffe (Komb.) oder DMSO für 6 Tage behandelt. 
(A) Die Zielgenexpression nach Behandlung wurde mittels RT-qPCR gemessen. Die Balken zeigen 
das arithmetische Mittel aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplika-
ten. Die Ergebnisse wurden auf 18S-rRNA normalisiert und DMSO-behandelte Zellen wurden als Ka-
librator verwendet. (B) Die Bilder zeigen repräsentative Aufnahmen der Zellmorphologie mittels histo-
logischer Färbung der Dünnschichtpräparate nach May-Grünwald-Giemsa nach Behandlung. Maß-
stabsbalken geben 20 µm an. (C) Repräsentative durchflusszytometrische Analysen und zusammen-
gefasste Daten der Expression des Differenzierungsmarkers CD14 aus drei biologischen Replikaten 
(n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. Balken zeigen das arithmetische Mittel, 
Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten 
publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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4.4.5 Induzierte Apoptose KMT2A-rearrangierter Zellen durch Einzelbehandlung und 
gesteigerter Effekt durch Kombinationsbehandlung 
Für PRMT5 wird berichtet, dass das Protein für die Methylierung von p53 verantwortlich ist. 
Außerdem wurde durch Morphologieuntersuchungen im Rahmen des Vergleichs einer Ein-
zel- und Kombinationsbehandlung mit DOT1L- und PRMT5-Inhibitor in „Kapitel 4.4.4 Indu-
zierte Differenzierung KMT2A-rearrangierter Zellen durch eine Einzelbehandlung mit DOT1L-
Inhibitor und nach Kombinationsbehandlung“ deutlich, dass KMT2A-rearrangierte Zellen in-
folge der Behandlung verstärkt apoptotisch werden. Folglich ist der Aspekt der Apoptosein-
duktion zur Charakterisierung der verschiedenen Behandlungsschemata wichtig. 
 
 
Abbildung 37: Induzierte Apoptose KMT2A-rearrangierter Zellen durch Einzelbehandlung und 
gesteigerter Effekt durch Kombinationsbehandlung. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-
rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, 
wurden mit 1 µM des DOT1L-Inhibitors (EPZ004777, DOT1Li), 1 µM des PRMT5-Inhibitors 
(EPZ015666, PRMT5i), der Kombination beider Wirkstoffe (Komb.) oder DMSO für 6 Tage behandelt. 
Für die Bestimmung der Apoptose wurde die Externalisierung von Phosphatidylserin mittels Annexin 
V-Färbung durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Balken zeigen das arithmetische Mittel zusammen-
gefasster Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. (B) 
Repräsentative durchflusszytometrische Analysen sind gezeigt. Fehlerbalken geben die SD an. Ein 
ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten in abgewandelter Form publiziert in 
Secker et al., 2019.[157] 
 
Die Externalisierung von Phosphatidylserin während der Apoptose wurde nach 6 Tagen Inhi-
bitorbehandlung analysiert. KMT2A-rearrangierte Zellen und kulturexpandierte CD34+ huCB 
Kontrollzellen wurden dafür mit 1 µM DOT1L-Inhibitor EPZ004777 und 1 µM PRMT5-Inhibitor 
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EPZ015666 einzeln und in Kombination behandelt. Mittels Annexin V- und PI-Färbung konn-
te anschließend zwischen lebenden, nekrotischen, früh- und spätapoptotischen Zellen unter-
schieden werden. Die Analyse erfolgte durchflusszytometrisch. Ein insgesamt höherer pro-
zentualer Anteil Annexin V+ KMT2A-rearrangierter Zellen infolge einer Kombinationsbehand-
lung im Vergleich zu den Einzelbehandlungen konnte detektiert werden (Abbildung 37). 
Kontrollzellen blieben unbeeinträchtigt. Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 
2019.[157] 
Die gesteigerte Apoptose infolge der Kombinationsbehandlung konnte ebenso für den alter-
nativen DOT1L-Inhibitor EPZ5676 und den alternativen PRMT5-Inhibitor EPZ015938 nach-
gewiesen werden. Es wurde je 1 µM der alternativen Inhibitoren verwendet. Die Ergebnisse 
sind in Anhang 9 D gezeigt und wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
Diese Ergebnisse zeigen, dass der synergistische Effekt aus den vorherigen Versuchen 
auch mittels einer spezifischen Apoptoseuntersuchung nachweisbar war. Aus den Ergebnis-
sen der Einzelbehandlung ist zu schließen, dass sowohl der Signalweg über die Differenzie-
rung als auch der Signalweg über p53 letztendlich zu Apoptose führten. Eine Kombination 
bediente beide Wege und führte zu einem verbesserten Effekt im Hinblick auf eine möglichst 
effiziente zielgerichtete Therapie KMT2A-rearrangierter Leukämien mit schlechter Prognose. 
CRISPR/Cas9-generierte KMT2A-rearrangierte Zellen können hier also als verlässliches in 
vitro Modell eine erste Rationale für eine zielgerichtete Kombinationstherapie von gleichzeiti-
ger DOT1L- und PRMT5-Inhibition liefern. 
 
 
4.4.6 Kombination mit Chemotherapie als Möglichkeit für die klinische Anwendung 
Eine klinische Anwendung möglicher zielgerichteter Therapien ist das erklärte Ziel jeden 
Forschungsansatzes und soll möglichst fokussiert umgesetzt werden. Jedoch bedarf es einer 
detaillierten vorherigen Analyse, um möglichst viele Abhängigkeiten und Limitationen zu cha-
rakterisieren und potenziell umgehen zu können. Die bisherige Charakterisierung der Kom-
binationstherapie trägt ihren Teil zur Aufklärung molekularer Prozesse infolge einer Behand-
lung bei. Jedoch bleibt abzuklären, wie sich das Verhalten der Zellen nach Behandlung in 
vitro als erster Hinweis für ein Verhalten leukämischer Zellen in Patienten verändern könnte. 
Die Frage, ob die Zellen nach Behandlung nachhaltig beeinträchtigt bleiben, dormant wer-
den, oder in der Lage sein werden, ein erneutes Ausbrechen der Erkrankung zu induzieren, 
ist noch zu evaluieren. Auch deren Angreifbarkeit durch konventionelle Therapieformen, wie 
beispielsweise Chemotherapie, während oder nach der innovativen Behandlung ist ein As-
pekt, der für den klinischen Einsatz wertvolle Zusatzinformationen bereithält.  
Um die Frage der nachhaltigen Auswirkungen DOT1L- und PRMT5-behandelter, KMT2A-
rearrangierter Zellen zu beantworten, wurden t(4;11)- und t(9;11)-rearrangierte Zellen mit 
den entsprechenden Inhibitoren (1 µM DOT1L-Inhibitor EPZ004777 und 1 µM PRMT5-
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Inhibitor EPZ015666) für 6 Tage einzeln oder in Kombination vorbehandelt. Anschließend 
wurden die verschiedenen Behandlungen ausgewaschen und die Zellen zu originaler Zell-
dichte wieder ausgesät. Die Entwicklung KMT2A-rearrangierter Zellen wurde über weitere 
4 Tage beobachtet, die Proliferation wurde mittels Trypanblau-Färbung bestimmt und Zell-
zyklusanalysen an Tag 6 und Tag 6+4 wurden verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass 
die Verdopplungszeit und die Proliferation anhand der relativen Zellzahl an Tag 6+4 der 
kombinatorisch vorbehandelten Zellen noch immer signifikant reduziert waren, obwohl die 
Behandlung beendet war (Anhang 10 A und B). Dies wies auf beständige Änderungen der 
Epigenetik KMT2A-rearrangierter Zellen infolge der Kombinationsbehandlung hin. Wie erwar-
tet induzierte die Kombinationsbehandlung Apoptose und reduzierte den Anteil KMT2A-
rearrangierter Zellen in S-Phase (Anhang 10 C). Dieser Zustand konnte 4 Tage nach der 
Behandlung nur teilweise verbessert, jedoch nicht zum Ursprungszustand wiederhergestellt 
werden. Wichtig war, dass die Kombinationsbehandlung den Anteil der Zellen in G0/G1-
Phase nicht beeinflusste und so keine Dormanz infolge der Behandlungen nachgewiesen 
werden konnte (Anhang 10  C). Diese Vorversuche implizieren eine mögliche Adressierbar-
keit kombinatorisch behandelter KMT2A-rearrangierter Zellen mittels konventioneller Chemo-
therapie. Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
Ara-C stellt ein üblicherweise verwendetes Chemotherapeutikum in akuten Leukämien 
dar.[1][2] Eine gleichzeitige und sequenzielle chemotherapeutische Behandlung KMT2A-
rearrangierter Zellen mit Ara-C, DOT1L- und PRMT5-Inhibitoren bietet daher die Möglichkeit, 
Einblicke in das Verhalten KMT2A-rearrangierter Zellen im Hinblick auf eine mögliche klini-
sche Anwendung zu bekommen. Zunächst sollte die Dosis an Ara-C ermittelt werden, bei der 
potenzielle gesteigerte Effekte noch sichtbar sind. Hierfür wurden KMT2A-rearrangierte Zel-
len für 6 Tage mit entsprechenden Inhibitoren (1 µM DOT1L-Inhibitor EPZ004777 und 1 µM 
PRMT5-Inhibitor EPZ015666) einzeln und in Kombination sowie in Kombination mit steigen-
den Konzentrationen von Ara-C behandelt (Abbildung 38 A). Aufgrund der Ergebnisse wur-
de eine Konzentration von 5 nM Ara-C für weitere Versuche gewählt. Wurden schließlich die 
entsprechenden Inhibitoren einzeln, in Kombination und gleichzeitig mit 5 nM Ara-C getestet, 
so ergab die Analyse der relativen Zellzahl einen weiteren zusätzlichen Effekt der Chemothe-
rapie über die Kombinationsbehandlung alleine (Abbildung 38 B).  
Für sequenzielle Versuche wurden KMT2A-rearrangierte Zellen für 6 Tage wie oben be-
schrieben vorbehandelt. Anschließend wurden die verschiedenen Behandlungen ausgewa-
schen und die Zellen zu originaler Zelldichte wieder ausgesät. Die Ergebnisse der Folgebe-
handlung von 5 nM Ara-C für weitere 2 Tage sind in Abbildung 38 C dargestellt. Bemer-
kenswerterweise wurde der komplementäre Effekt ebenfalls beobachtet. Dies bedeutet, dass 
nachhaltige epigenetische Änderungen in kombinatorisch behandelten KMT2A-
rearrangierten Zellen zu einer Sensibilisierung dieser gegenüber konventioneller Chemothe-
rapie führten. Diese Daten wurden publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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Zusammengefasst lässt sich sagen, dass eine Inhibition von DOT1L und PRMT5 einen blei-
benden Einfluss auf die Proliferation KMT2A-rearrangierter Zellen hat, während diese jedoch 
adressierbar für Chemotherapeutika bleiben. Dies deutet auf eine hohe Flexibilität der zeitli-
chen Dosierung in der klinischen Anwendung innovativer Therapien mit konventionellen The-
rapieformen hin.  
 
 
Abbildung 38: Die Behandlung mit DOT1L- und PRMT5-Inhibitoren sensibilisiert KMT2A-
rearrangierte Zellen für Chemotherapie. (A) t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4) und t(9;11)-
rearrangierte Zellen (MLL-AF9) wurden mit 1 µM des DOT1L-Inhibitors (EPZ004777, DOT1Li), 1 µM 
des PRMT5-Inhibitors (EPZ015666, PRMT5i), der Kombination beider Wirkstoffe (Komb.) oder DMSO 
mit zusätzlich steigenden Konzentrationen von Cytarabin (Ara-C) für 6 Tage behandelt. Zusammenge-
fasste Daten aus zwei biologischen Replikaten (n=2) durchgeführt in technischen Triplikaten sind ge-
zeigt. Die IC50-Werte wurden aus einem vierparametrischen logarithmischen Modell interpoliert. (B) 
5 nM Cytarabin (Ara-C) oder PBS (0 nM) wurden gleichzeitig zu den jeweiligen Inhibitor-
Behandlungen für 6 Tage verwendet. Zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replikaten 
(n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt (C) Für sequenzielle Analysen wurden 
KMT2A-rearrangierte Zellen für 6 Tage mit entsprechenden Inhibitoren oder DMSO vorbehandelt. Die 
Behandlung wurde ausgewaschen, die Zellen wurden wieder ausgesät und anschließend für 2 Tage 
(Tag 6+2) mit Cytarabin (Ara-C) oder PBS behandelt. Zusammengefasste Daten aus drei biologischen 
Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. Proliferationsanalysen wurden 
mittels counting beads durchflusszytometrisch durchgeführt. Balken zeigen das arithmetische Mittel, 
Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten 
publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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4.5 KMT2A-rearrangierte Zellen zur Identifikation von MAT2A als Zielstruktur 
4.5.1 Erhöhte MAT2A-Expression in KMT2A-rearrangierten Zellen 
Aufgrund der schlechten Prognose KMT2A-rearrangierter Leukämien ist eine fortwährende 
Identifizierung innovativer Strukturen für eine möglichst effiziente zielgerichtete Therapie an-
zustreben. Die durch das CRISPR/Cas9-System generierten KMT2A-rearrangierten Zellen 
stellen hierfür ein verlässliches in vitro Modell dar, um die Pathologie der zugrundeliegenden 
Erkrankung widerzuspiegeln und im selben Zuge als in vitro Testsystem für entsprechende 
Inhibitoren und somit für zukünftige Wirkstoffe zu fungieren. Die in „Kapitel 4.4 KMT2A-
rearrangierte Zellen als in vitro Modell zur kombinierten DOT1L- und PRMT5-Inhibition als 
mögliche zielgerichtete Therapie“ gewonnenen Erkenntnisse zeigen das Potential des in vitro 
Modells hinsichtlich der Validierung und Optimierung zielgerichteter Therapien KMT2A-
rearrangierter Leukämien. Als weiterer Schritt soll es nun dazu dienen, innovative Zielstruktu-
ren zu identifizieren.  
Es ist bekannt, dass das MLL-X-Fusionsprotein aufgrund seiner alternierten Struktur neue 
Funktionen durch die Rekrutierung anderer Cofaktoren gewinnt.[28][30][45][49][50][58][59] Daraus 
resultieren häufig Veränderungen auf epigenetischer Ebene. Ein Screening der vorhandenen 
RNA-Sequenzierungsdaten in Bezug auf epigenetische Signalwege und Schlüsselproteine 
sollte Aufschluss über weitere Veränderungen in KMT2A-rearrangierten Zellen geben. Diese 
Erkenntnisse sollten anschließend mit Patientendaten abgeglichen werden, um den realen 
Einfluss der gefundenen Strukturen zu belegen.  
Hierfür wurden die RNA-Sequenzierungsdaten aus „Kapitel 4.2.4 Authentizität KMT2A-
rearrangierter Zellen als patientenähnliches in vitro Modell“ manuell analysiert, auf einen Zu-
sammenhang mit epigenetischen Signalwegen untersucht und schließlich mit bereits publi-
zierten und bekannten Fakten abgeglichen. Als erste Annäherung war ein Signaturvergleich 
mit der allgemein verfügbaren GO-Methylation-Signatur[152][153] der MSigDB database 
v7.0[141][142] mittels GSEA möglich (Anhang 11 A). Als zentrale Substanz der DNA- und His-
ton-Methylierung rückten SAM und damit auch dessen Synthesekatalysator MAT2A in den 
Mittelpunkt der Untersuchungen (Anhang 11 B). Interessant war, dass die Expression von 
MAT2A, vergleichbar zu verschiedenen soliden Tumoren[69][70], in CRISPR/Cas9-generierten 
KMT2A-rearrangierten Zellen hochreguliert war (Abbildung 39 A). In akuten Leukämien und 
speziell in KMT2A-rearrangierten Leukämien hingegen ist bis dato wenig über MAT2A als 
Zielstruktur beschrieben. Hauptsächlich fehlt bisher eine geeignete Möglichkeit, MAT2A zu 
adressieren.[75] Ein kürzlich veröffentlichter MAT2A-Inhibitor scheint diese Limitation zu 
überwinden, wodurch sich MAT2A zu einem interessanten Forschungsaspekt zielgerichteter 
Therapien KMT2A-rearrangierten Leukämien entwickelt.[75] 
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Abbildung 39: Erhöhte MAT2A-Expression in KMT2A-rearrangierten Zellen. t(4;11)-rearrangierte 
(MLL-AF4, n=2), t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9, n=2) (schwarz) und Kontrollzellen (ctrl, n=2, 
weiß), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden miteinander verglichen. (A) Die RNA-
Sequenzierung wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Epigenetik des Instituts für Medizinische 
Genetik und Angewandte Genomik des Universitätsklinikums Tübingen ausgewertet. Die differenzielle 
Genexpression von MAT2A ist in normalized reads per kilobase million (nRPKM) dargestellt, jeder 
Datenpunkt repräsentiert eine Probe. Die Validierung der RNA-Sequenzierung mittels RT-qPCR ist in 
(B) gezeigt. Die Expression wurde auf 18S-rRNA normalisiert und Kontrollzellen (ctrl) dienten als Ka-
librator. Zusammengefasste Daten aus zwei biologischen Replikaten (n=2) durchgeführt in techni-
schen Duplikaten sind gezeigt. (C) Ein repräsentativer Western-Blot aus drei biologischen Replikaten 
(n=3) ist gezeigt. Der Proteingehalt wurde auf die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) normalisiert, der Faktor der relativen Quantifizierung beträgt 1,4. Balken zeigen das arithme-
tische Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet 
p<0,05. Unveröffentlichte Daten.  
 
Für die Validierung von MAT2A als Zielstuktur wurden die RNA-Sequenzierungsergebnisse 
mittels RT-qPCR überprüft und die Überexpression von MAT2A in KMT2A-rearrangierten 
Zellen im Vergleich zu kulturexpandierten CD34+ huCB Zellen konnte bestätigt werden 
(Abbildung 39 B). Auch auf Proteinebene konnte mehr MAT2A in KMT2A-rearrangierten 
Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen detektiert werden (Abbildung 39 C). 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass MAT2A ein interessantes Protein innerhalb der Methy-
lierungsprozesse von Zellen im Allgemeinen darstellt und sich unter Berücksichtigung der 
Epigenetik KMT2A-rearrangierter Zellen im Speziellen als potenzielle komplementäre Ziel-
struktur eignet. Die durch die KMT2A-Translokation auf endogenem Expressionsniveau be-
dingte MAT2A-Überexpression lässt darauf schließen, dass ein direkter Zusammenhang 
über Signalwege besteht. Im Folgenden sollten die Erkenntnisse mit Patientendaten abgegli-
chen werden, um deren realen Einfluss zu belegen. 
 
 
4.5.2 Erhöhte Expression von MAT2A in publizierten KMT2A-rearrangierten Patienten-
daten  
Die ersten Vorüberlegungen, MAT2A als Zielstruktur KMT2A-rearrangierter Zellen in Be-
tracht zu ziehen, basieren auf den Erkenntnissen des in vitro Modells. Ob die MAT2A-
Überexpression jedoch auch Einfluss in Patienten hat, sollte nun anhand von Patientendaten 
überprüft werden. 
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Hierzu wurden veröffentlichte Patientendatensätze hinsichtlich der MAT2A-Expression neu 
ausgewertet.[167][168] In Oncomine sind diesbezüglich Rohdaten hinterlegt.[169] Im Datensatz 
Ramaswamy Multi-cancer[167] wurde nach differentieller MAT2A-Expression innerhalb ver-
schiedener Tumorentitäten gesucht und die Informationen wurden exportiert (Abbildung 
40 A). MAT2A war in Hirn- und ZNS-Tumoren, Lymphomen und Leukämien signifikant diffe-
rentiell exprimiert, sodass deutlich wurde, dass MAT2A als SAM-Lieferant in Leukämien eine 
wichtige Rolle spielen könnte. 
 
 
Abbildung 40: Erhöhte Expression von MAT2A in publizierten KMT2A-rearrangierten Patien-
tendaten. (A) Gezeigt ist die Analyse bereits publizierter Patientendatensätzen verschiedener Tumo-
rentitäten im Hinblick auf die MAT2A-Expression (Daten von Ramaswamy et al., 2001).[167] Die hori-
zontalen Linien geben das arithmetische Mittel an, die Boxplots indizieren den Bereich vom 25. bis 75. 
Perzentil, die Fehlerbalken stellen den Bereich vom 10. Bis 90. Perzentil dar, die Einzelpunkte be-
zeichnen den maximalen und minimalen Wert. Die Anzahl der analysierten Patienten ist in Klammern 
angegeben. (B) Gezeigt ist der Vergleich von KMT2A-rearrangierten (MLLr) zu nicht-KMT2A-
rearrangierten Patienten (non-MLLr) im Hinblick auf die MAT2A-Expression (Daten von Coustan-Smith 
et al., 2011).[168] Die horizontalen Linien geben das arithmetische Mittel an, die Boxplots indizieren den 
Bereich vom 25. bis 75. Perzentil, die Fehlerbalken stellen den Bereich vom 10. Bis 90. Perzentil dar, 
die Einzelpunkte bezeichnen den maximalen und minimalen Wert. Die Anzahl der analysierten Patien-
ten ist in Klammern angegeben. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05.  
 
Im Datensatz Coustan-Smith Leukemia[168] wurde daher nach differentieller MAT2A-
Expression innerhalb akuter Leukämien gesucht und nach KMT2A-Translokationsstatus und 
gesunden Kontrollen stratifiziert. Ergebnisse sind in Abbildung 40 B dargestellt. Die 
MAT2A-Expression war in akuten Leukämien im Allgemeinen signifikant erhöht, während sie 
im Vergleich von KMT2A-rearrangierter zu nicht-rearrangierten Leukämien nochmals als sig-
nifikant gesteigert identifiziert werden konnte. 
Diese Daten zeigen, dass die MAT2A-Überexpression nicht nur im in vitro Modell KMT2A-
rearrangierter Zellen als kausale Folge der Translokation eine Rolle spielt. Vielmehr bleibt sie 
auch in Patientenzellen erhalten und scheint besonders bei KMT2A-Translokationen eine 
besondere Bedeutung zu haben. Wie bereits in „Kapitel 4.3.1 Erhöhte PRMT5-Expression in 
KMT2A-rearrangierten Zellen“ beschrieben, muss der Unterschied einer passiven Überex-
pression und einem aktiven Beitrag zum Überleben KMT2A-rearrangierter Zellen für jede 
denkbare Zielstruktur abgesteckt werden. Die Wichtigkeit von MAT2A als Zielstruktur in 
KMT2A-rearrangierten Zellen sollte daher im Folgenden durch einen spezifischen Inhibitor 
getestet werden. 
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4.6 KMT2A-rearrangierte Zellen als in vitro Modell zur MAT2A-Inhibition als 
mögliche zielgerichtete Therapie 
4.6.1 Titration eines innovativen, spezifischen Inhibitors für MAT2A in KMT2A-
rearrangierten Zellen 
Die Überexpression von MAT2A in CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierten und 
translokationspositiven Patientenzellen erlaubt einen erweiterten Einblick in die Pathophysio-
logie der Erkrankung. Ein aktiver Beitrag von MAT2A in zelluläre Malfunktionen bei epigene-
tischen Veränderungen KMT2A-rearrangierter Zellen sollte über eine passive Überexpressi-
on hinaus durch den Einsatz eines spezifischen Inhibitors validiert werden. Die generierten 
KMT2A-rearrangierten Zellen stellen hierfür ein verlässliches in vitro Modell dar, um als in 
vitro Testsystem für den entsprechenden Inhibitor zu fungieren. Die Verfügbarkeit eines spe-
zifischen Inhibitors war jedoch lange Zeit limitiert, sodass infolge des kürzlich veröffentlichten 
MAT2A-Inhibitors PF-9366 erstmals dessen Wirksamkeit in KMT2A-rearrangierten Leukä-
mien charakterisiert werden konnte. 
 
 
Abbildung 41: Titration eines innovativen, spezifischen Inhibitors für MAT2A in KMT2A-
rearrangierten Zellen. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und 
Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden mit steigenden Konzentratio-
nen des MAT2A-Inhibitors (PF-9366) für 6 Tage behandelt. (A) Die relative Zellzahl wurde mittels 
Trypanblau-Färbung und der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Zusammengefassten Daten aus drei 
biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. (B) Die Proliferati-
on wurde weiter durch die Zellzahlbestimmung an Tag 6 mittels counting beads und Durchflusszyto-
metrie verifiziert. Die Zellzahl wurde jeweils auf DMSO-behandelte Zellen normalisiert (gepunktete 
Linie). Arithmetische Mittel sind gezeigt, Fehlerbalken geben die SD an. Die IC50-Werte wurden aus 
einem vierparametrischen logarithmischen Modell interpoliert. Unveröffentlichte Daten. 
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Zunächst wurde daher die Sensitivität CRISPR/Cas9-generierter KMT2A-rearrangierter Zel-
len gegenüber einer MAT2A-Inhibition untersucht, indem steigende Konzentrationen des 
MAT2A-Inhibitors PF-9366 verwendet und die Zellen nach 6 Tagen Behandlung mittels 
Trypanblau-Färbung und durchflusszytometrisch mittels counting beads analysiert wurden. 
Zur Absicherung der Spezifität des Inhibitors für KMT2A-rearrangierter Zellen wurden ge-
sunde kulturexpandierte CD34+ huCB Zellen als Kontrollzellen verwendet. Es konnte eine 
dosisabhängige reduzierte Zellzahl KMT2A-rearrangierter Zellen nach 6 Tagen beobachtet 
werden (Abbildung 41 A, B). Gesunde Kontrollzellen wurden nur geringfügig beeinträchtigt. 
Aus den Daten wurden Kurven nach einem vierparametrischen logarithmischen Modell inter-
poliert und die IC50-Werte bestimmt. Für KMT2A-rearrangierte Zellen wurden IC50-Werte von 
ungefähr 10 µM bestimmt. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurden Konzentration von 
10 µM und 15 µM für weitere Versuche gewählt. 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Stellenwert von MAT2A hinsichtlich des Überle-
bens KMT2A-rearrangierter Zellen bestätigt werden konnte. Die Bedeutung von MAT2A in 
der Pathophysiologie des humanen KMT2A-Translokationsmodells auf endogenem Expres-
sionsniveau konnte weiter belegt werden. Zudem eignen sich die CRISPR/Cas9-generierten 
KMT2A-rearrangierten Zellen wiederum als in vitro Testsystem für innovative zielgerichtete 
Therapien.  
 
 
4.6.2 Reduzierte Proliferation und Viabiliät durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-
rearrangierten Zellen 
Die Sensitivität KMT2A-rearrangierter Zellen gegenüber einer MAT2A-Inhibition belegt die 
Bedeutung epigenetischer Veränderungen durch MAT2A in der Pathophysiologie und deren 
Stellenwert hinsichtlich des Überlebens KMT2A-rearrangierter Zellen. Eine Untersuchung der 
Auswirkungen einer Behandlung mit dem innovativen Inhibitor PF-9366 stellt die Grundlage 
für eine innovative zielgerichtete Therapie dar.  
Hierfür wurden Proliferationskurven CRISPR/Cas9-generierter KMT2A-rearrangierter Zellen 
und gesunder kulturexpandierter CD34+ huCB Zellen als Kontrollzellen erstellt, indem Be-
handlungen mit 10 µM oder 15 µM des MAT2A-Inhibitors PF-9366 oder DMSO als Kontrolle 
verwendet und die Zellen über 6 Tage mittels Trypanblau-Färbung gezählt wurden. Die Ver-
wendung von bereits 10 µM zeigte eine reduzierte Proliferation, während weder 10 µM noch 
15 µM Auswirkungen auf Kontrollzellen hatte (Abbildung 42 A).  
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Abbildung 42: Reduzierte Proliferation und Viabiliät durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-
rearrangierten Zellen. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und 
Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden mit 10 µM und 15 µM des 
MAT2A-Inhibitors (PF-9366) oder DMSO für 6 Tage behandelt. (A) Für die Proliferationskurven wurde 
die Zellzahl alle zwei Tage mittels Trypanblau-Färbung und der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die 
zusammengefassten Wachstumskurven aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in tech-
nischen Triplikaten sind gezeigt. (B) Die resultierende Viabilität an Tag 6 wurde weiter mittels des 
fluoreszenzbasierten alamarBlue assays verifiziert. Balken zeigen das arithmetische Mittel aus drei 
biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. Fehlerbalken geben die SD an. 
Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Unveröffentlichte Daten. 
 
Der wachstumshemmende Effekt konnte ebenso durch die Bestimmung der Viabilität an 
Tag 6 mittels des fluoreszenzbasierten alamarBlue Assays nachgewiesen werden 
(Abbildung 42 B). 
Die Ergebnisse zeigten den Wirkungsgrad des MAT2A-Inhibitors in KMT2A-rearrangierten 
Zellen auf. Bei der Verwendung einer IC50-basierten Konzentration von 10 µM konnte die 
Proliferation bereits erheblich gehemmt werden. Die Viabilität der vorhandenen KMT2A-
rearrangierten Zellen nach 6 Tagen war nach Behandlung mit 10 µM signifikant, mit 15 µM 
deutlich stärker beeinflusst, während Kontrollzellen nicht signifikant inhibiert wurden.  
Eine weitere Charakterisierung der inhibierten Zellen nach Behandlung sollte im Folgenden 
dabei helfen, die Reaktion der Zellen und deren Auswirkungen im Patienten besser abschät-
zen und einordnen zu können.  
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4.6.3 Beeinträchtigung des Zellzyklus der KMT2A-rearrangierten Zellen in der DNA-
Synthese-Phase 
Die reduzierte Proliferation KMT2A-rearrangierter Zellen infolge einer MAT2A-Inhibition kann 
durch die gehemmte Katalyse der SAM-Produktion und die darauf folgende veränderte Epi-
genetik verursacht werden. Die Folgen einer MAT2A-Inhibition in KMT2A-rearrangierten Zel-
len können zunächst durch eine Zellzyklusanalyse charakterisiert werden. Ähnlich wie auch 
im vorigen Behandlungsmodell der DOT1L- und PRMT5-Inhibition gezeigt, geben Änderun-
gen der prozentualen Phasenverteilung infolge einer Behandlung Aufschluss darüber, ob 
sich mehr Zellen im dormanten Stadium befinden, ob hauptsächlich die DNA-Synthese ver-
hindert wird, oder ob die Zellen apoptotisch werden.  
 
 
Abbildung 43: Beeinträchtigung des Zellzyklus der KMT2A-rearrangierten Zellen in der DNA-
Synthese-Phase durch MAT2A-Inhibition. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-rearrangierte 
Zellen (MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden mit 
10 µM und 15 µM des MAT2A-Inhibitors (PF-9366) oder DMSO für 6 Tage behandelt. Gezeigt sind 
zusammengefasste Daten des Zellzyklus (A) und repräsentative durchflusszytometrische Analysen 
(B) aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. Balken zeigen das 
arithmetische Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. 
* bedeutet p<0,05. Unveröffentlichte Daten. 
 
Folglich wurden KMT2A-rearrangierte und kulturexpandierte CD34+ huCB Kontrollzellen für 
6 Tage mit 10 µM oder 15 µM des MAT2A-Inhibitors PF-9366 oder DMSO als Kontrolle be-
handelt und anschließend analysiert. Mittels BrdU- und 7-AAD-Färbung konnte zwischen den 
einzelnen Phasen des Zellzyklus, G0-, G1-, G2-, M- und S-Phase, differenziert werden. Zu-
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sammengefasste Daten und repräsentative Ergebnisse durchflusszytometrischer Analysen 
sind in Abbildung 43 gezeigt. Behandelte KMT2A-rearrangierte Zellen befanden sich pro-
zentual weniger in der S-Phase und die Verteilung verschob sich in Richtung apoptotischer 
Zellen. Kontrollzellen blieben unbeeinflusst.  
Eine Beeinträchtigung KMT2A-rearrangierter Zellen hinsichtlich des Zellzyklus und im Be-
sonderen im Hinblick auf eine gestörte DNA-Synthese ohne Zunahme dormanter Zellen lässt 
erste Rückschlüsse auf eine mögliche verbleibende Adressierbarkeit mit Chemotherapeutika 
zu. Dieser Aspekt der klinischen Anwendung wird in „Kapitel 4.8 Mögliche Kombinationsstra-
tegien zielgerichteter Therapien für die klinische Anwendung“ näher beleuchtet. Im Folgen-
den sollte jedoch zunächst eine weiterführende Analyse der Gründe für die gestörte DNA-
Synthese infolge der Behandlung mit dem MAT2A-Inhibitor durchgeführt werden. Eine spezi-
fische Apoptoseuntersuchung sowie eine Differenzierungsanalyse trugen zur Aufklärung der 
betroffenen Signalwege bei. 
 
 
4.6.4 Induzierte Apoptose durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-rearrangierten Zellen 
Während der Zellzyklusanalyse in „Kapitel 4.6.3 Beeinträchtigung des Zellzyklus der KMT2A-
rearrangierten Zellen in der DNA-Synthese-Phase“ wurde eine Verschiebung der Phasenver-
teilung zugunsten vermehrter apoptotischer KMT2A-rearrangierter Zellen detektiert. Dieser 
Aspekt wurde hier allein durch die DNA-Quantifizierung der 7-AAD-Färbung charakterisiert. 
Eine spezifische Untersuchung der Apoptoseinduktion ist demnach notwendig.  
Folglich wurde die Externalisierung von Phosphatidylserin während der Apoptose nach 6 
Tagen Inhibitorbehandlung mit PF-9366 analysiert. KMT2A-rearrangierte Zellen und kultur-
expandierte CD34+ huCB Kontrollzellen wurden dafür für 6 Tage mit steigenden Konzentrati-
onen des MAT2A-Inhibitors behandelt. Mittels Annexin V- und PI-Färbung konnte anschlie-
ßend zwischen lebenden, nekrotischen, früh- und spätapoptotischen Zellen unterschieden 
werden. Die Analyse erfolgte durchflusszytometrisch. Ein dosisabhängiger prozentualer An-
stieg Annexin V+ KMT2A-rearrangierter Zellen infolge einer MAT2A-Inhibition konnte detek-
tiert werden (Abbildung 44). Kontrollzellen blieben unbeeinträchtigt.  
Diese Ergebnisse zeigen, dass der inhibitorische Effekt des MAT2A-Inhibitors aus den vor-
herigen Versuchen auch mittels einer spezifischen Apoptoseuntersuchung nachweisbar war. 
Bisher können so CRISPR/Cas9-generierte KMT2A-rearrangierte Zellen als verlässliches in 
vitro Modell eine erste Rationale für eine zielgerichtete Therapie durch eine MAT2A-Inhibition 
liefern. 
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Abbildung 44: Induzierte Apoptose durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-rearrangierten Zellen. 
t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), die 
nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden mit 10 µM und 15 µM des MAT2A-Inhibitors (PF-
9366) oder DMSO für 6 Tage behandelt. Für die Bestimmung der Apoptose wurde die Externalisie-
rung von Phosphatidylserin mittels Annexin V-Färbung durchflusszytometrisch bestimmt. Zusammen-
gefasste Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten (A) und 
repräsentative durchflusszytometrische Analysen (B) sind gezeigt. Punkte zeigen das arithmetische 
Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. 
Unveröffentlichte Daten. 
 
 
4.6.5 Induzierte Differenzierung durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-rearrangierten Zel-
len 
MAT2A synthetisiert das zentrale Substrat SAM zur Übertragung von Methylgruppen, wel-
ches in Folge zusammen mit verschiedenen Methyltransferasen, wie beispielsweise DOT1L 
und PRMT5, für spezifische DNA- und Histon-Methylierungsmuster verantwortlich ist. Eine 
vergleichbare Differenzierungsinduktion wie in „Kapitel 4.4.4 Induzierte Differenzierung 
KMT2A-rearrangierter Zellen durch eine Einzelbehandlung mit DOT1L-Inhibitor und nach 
Kombinationsbehandlung“ infolge einer Behandlung KMT2A-rearrangierter Zellen bleibt folg-
lich zu untersuchen.  
Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden KMT2A-rearrangierte Zellen und kulturexpandier-
te CD34+ huCB Kontrollzellen für 6 Tage mit 10 µM oder 15 µM des MAT2A-Inhibitors PF-
9366 oder DMSO als Kontrolle behandelt und anschließend analysiert. 
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Abbildung 45: Induzierte Differenzierung durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-rearrangierten Zel-
len. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) und Kontrollzellen (ctrl), 
die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden mit 10 µM und 15 µM des MAT2A-Inhibitors (PF-
9366) oder DMSO für 6 Tage behandelt. (A) Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen der Zellmorpho-
logie mittels histologischer Färbung der Dünnschichtpräparate nach May-Grünwald-Giemsa nach Be-
handlung. Maßstabsbalken geben 20 µm an. Die zusammengefassten Daten der CD14-Expression 
(B) und repräsentative durchflusszytometrische Analysen (C) aus drei biologischen Replikaten (n=3) 
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durchgeführt in technischen Triplikaten sind dargestellt. (D) Die Expression KMT2A-
translokationsspezifischer Zielgene wurde nach 6 Tagen Behandlung mittels RT-qPCR analysiert. Die 
Expression von MEIS1 wurde auf 18S-rRNA normalisiert und entsprechende DMSO-behandelte Zel-
len dienten als Kalibrator. Zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchge-
führt in technischen Duplikaten sind gezeigt. Balken zeigen das arithmetische Mittel, Fehlerbalken 
geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Unveröffentlichte Da-
ten. 
 
Eine Untersuchung der Morphologie mittel histologischer May-Grünwald-Giemsa-Färbung 
zeigte, dass eine gesteigerte Differenzierung KMT2A-rearrangierter Zellen nach MAT2A-
Inhibition vorlag, während Kontrollzellen unbeeinflusst blieben und nach Behandlung weiter-
hin identische Anzahlen an Mitosen detektiert wurden (Abbildung 45 A). Außerdem konnten 
vermehrt apoptotische KMT2A-rearrangierte Zellen identifiziert werden. Dieser Aspekt wurde 
bereits in „Kapitel 4.6.4 Induzierte Apoptose durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-
rearrangierten Zellen“ untersucht. 
Diese Ergebnisse gingen einher mit einer phänotypischen Bestimmung behandelter und 
nicht-behandelter Zellen nach 6 Tagen, wobei die Expression des Differenzierungsmarkers 
CD14 durchflusszytometrisch bestimmt wurde. Es konnte ebenfalls eine gesteigerte Diffe-
renzierung speziell für behandelte KMT2A-rearrangierte Zellen detektiert werden (Abbildung 
45 B, C).  
Die Differenzierung in KMT2A-rearrangierten Zellen kann beispielsweise durch DOT1L-
Inhibition induziert werden, sodass geringere Mengen an nachfolgenden Zielgenen, wie 
MEIS1 und HOXA9, abgelesen werden, die zur Steigerung der Proliferation und Inhibition 
der Differenzierung beitragen. Ob dieser Aspekt auch bei MAT2A-Inhibition eine Rolle spielt 
und die Signalwege so zusammenhängen, sollte eine Expressionsanalyse der KMT2A-
translokationsspezifischen Signaturgene beispielhaft anhand von MEIS1 mittels RT-qPCR 
darlegen. KMT2A-rearrangierte Zellen und kulturexpandierte CD34+ huCB Kontrollzellen 
wurden für 6 Tage mit steigenden Konzentrationen des MAT2A-Inhibitors PF-9366 behandelt 
und anschließend analysiert. Während Kontrollzellen keine veränderte Expression infolge 
der Behandlung aufwiesen, konnte gezeigt werden, dass die Expression von MEIS1 in 
KMT2A-rearrangierten Zellen ab einer Dosierung von 10 µM beziehungsweise 15 µM redu-
ziert wurde (Abbildung 45 D). Die Effekte konnten aufgrund der hohen Zellsterblichkeit und 
der geringen resultierenden RNA-Menge nicht für alle höheren Konzentrationen bestimmt 
werden.  
Zusammengefasst kann gesagt werden, dass eine Wirkungsweise des MAT2A-Inhibitors 
über induzierte Differenzierung KMT2A-rearrangierter Zellen beobachtet werden konnte. Die 
Änderung der Morphologie und der CD14-Expression gehen miteinander einher. Zur Expres-
sion KMT2A-translokationsspezifischer Signaturgene infolge einer MAT2A-Inhibition ist zu 
sagen, dass eine Auswirkung festgestellt werden konnte. Trotzdem ist die Expressionsände-
rung im Vergleich zum vorhandenen inhibitorischen Effekt als gering zu bewerten. Eine de-
taillierte Analyse der Signalwege infolge einer MAT2A-Behandlung ist daher erforderlich.  
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4.6.6 Einfluss der MAT2A-Inhibition auf nachfolgende Signalwege 
Für eine genauere Analyse, welche Signalwege schließlich zu Differenzierung, Proliferations-
inhibition und Apoptose führen, sollten RNA-Sequenzierungsdaten behandelter KMT2A-
rearrangierter Zellen mit DMSO-behandelten Zellen verglichen werden. Zusätzlich zu bishe-
rigen Untersuchungen bietet die Methode der RNA-Sequenzierung die Möglichkeit, die Ge-
samtheit differentiell exprimierter Gene zu identifizieren und die Bedeutung von MAT2A in 
der KMT2A-abhängigen Leukämogenese einzuordnen.  
t(4;11)-rearrangierte Zellen wurden hierfür mit 15 µM MAT2A-Inhibitor PF-9366 oder DMSO 
für 4 Tage behandelt und anschließend mittels RNA-Sequenzierung untersucht. Wurden die 
Expressionsprofile der behandelten Zellen mit denen der DMSO-Kontrolle verglichen, konn-
ten 74 DEGs ermittelt werden, wobei 36 hoch- und 38 herunterreguliert waren. Die Daten 
sind in Abbildung 46 A und Anhang 12 dargestellt. Die bisherigen funktionellen Ergebnisse 
des Zellzyklusarrests und der Apoptoseinduktion konnten validiert werden. Zusätzlich wur-
den Veränderungen im Cholesterol- und Lipidmetabolismus gefunden.  
Zunächst konnten unter den am häufigsten betroffenen Genen solche identifiziert werden, 
die den Zellzyklus G1/S-bedingt steuern. Hierzu gehören CDKN1A (p21), die cyclin-
dependent kinase 1 (CDK1), der RB transcriptional corepressor 1 (RB1) und das MDM2 Pro-
toonkogen. Deren Wechselwirkung ist im Interaktom der 74 DEGs gezeigt (Abbildung 
46 B). Eine Schlüsselrolle nimmt hierbei CDKN1A als Zellzyklusinhibitor im Zusammenhang 
mit der KMT2A-abhängigen Leukämogenese, dem Zellzyklus und der Proliferation 
ein.[55][56][170]-[173]  
Zudem wurden verschiedene Gene gefunden, welche die Zellreifung beeinflussten: CD14 als 
klassischer Differenzierungsmarker wurde nach PF-9366-Behandlung hochreguliert.[162] 
Gleichermaßen wurden der SRY-box transcription factor 4 (SOX4)[174][175] und das placenta 
associated 8 protein (PLAC8)[176]-[178] herunterreguliert sowie lange nicht-kodierende RNAs, 
wie das nuclear paraspeckle assembly transcript 1 (NEAT1)[179] und das metastasis associa-
ted lung adenocarcinoma transcript 1 (MALAT1)[180], hochreguliert. Letzendlich führt dies zu 
einer myeloiden Differenzierung von AML-Zellen. 
Ein Cholesterin- und Lipidstoffmetabolismus mit hohen Stoffwechselraten spielt bei vielen 
Neoplasien und myeloproliferativen Erkrankungen eine wichtige Rolle. Infolge einer MAT2A-
Inhibition konnte festgestellt werden, dass die Cholesterin-Effluxtransporter ATP binding 
cassette subfamily G member 1 (ABCG1) und ATP binding cassette subfamily A member 1 
(ABCA1) signifikant hochreguliert waren, was die antiproliferativen und apoptotischen Effekte 
der Behandlung erklärt.[181][182] Ein weiteres Gen, welches dem Cholesterinstoffwechsel zu-
zuordnen ist und infolge der PF-9366-Behandlung eine verringerte Expression aufwies, war 
der sigma intracellular receptor 2 (transmembrane protein 97, TMEM97).[183]-[185] Es ist be-
kannt, dass die Überexpression von TMEM97 positiv mit der Tumorproliferation, Metastasie-
rung und dem verringerten Überleben der Patienten bei verschiedenen Krebstypen korreliert. 
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Daher wurden bereits erste Anstrengungen unternommen, um es als Ziel für die Krebsbe-
handlung zu verwenden.[186][187] 
Schließlich wurden auch zwei bekannte leukämische Zielstrukturen, der lysosomal associa-
ted membrane protein family member 5 (LAMP5) und der C-X-C motif chemokine receptor 4 
(CXCR4), infolge der MAT2A-Inhibition herunterreguliert. LAMP5 ist spezifisch in KMT2A-
rearrangierten Leukämien überexprimiert, da es als direktes Ziel der H3K79-Histon-
Methyltransferase DOT1L fungiert.[188] CXCR4 ist am Signalweg der Interaktion zwischen 
Tumor und Stromazellen, also der Mikroumgebung, beteiligt. So wird die Apoptose der LSC 
gehemmt, wodurch bei Leukämien eine therapeutische Resistenz induziert wird.[189][190] 
Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass sich das Expressionsprofil CRISPR/Cas9-
generierter KMT2A-rearrangierter Zellen infolge einer MAT2A-Behandlung verändert. Biolo-
gische Prozesse des Zellzyklus, der Apoptose und der Differenzierung sind beeinflusst. Es 
kann gesagt werden, dass MAT2A in KMT2A-rearrangierten Zellen mitverantwortlich ist, den 
Überlebensvorteil und die KMT2A-charakteristische Differenzierungsblockade zu verstärken. 
Außerdem scheint MAT2A eine wichtige Rolle für den Cholesterinstoffwechsel in KMT2A-
rearrangierten Zellen zu spielen. 
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Abbildung 46: Differentielle Expression nach MAT2A-Inhibition in t(4;11)-rearrangierten Zellen. 
t(4;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF4, n=2) wurden nach MAT2A-Inhibition mit 15 µM PF-9366 oder 
DMSO-Behandlung mittels RNA-Sequenzierung analysiert. Die Rohdaten wurden in Kooperation mit 
der Arbeitsgruppe Epigenetik des Instituts für Medizinische Genetik und Angewandte Genomik des 
Universitätsklinikums Tübingen ausgewertet. (A) Die differenzielle Genexpression aus der RNA-
Sequenzierungs-Analyse ist gezeigt. (B) Das Interaktom der Gene aus (A) ist dargestellt. Unveröffent-
lichte Daten. 
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4.7 Validierung von MAT2A als mögliche Zielstruktur in KMT2A-rearrangierten 
Zelllinien  
4.7.1 Unterschiede in Proliferation und Viabilität nach MAT2A-Inhibition in nicht-
KMT2A- und KMT2A-rearrangierten Zelllinien 
Die durch das CRISPR/Cas9-System generierten KMT2A-rearrangierten Zellen stellen ein 
verlässliches in vitro Modell dar, um die Pathologie beteiligter Signalwege widerzuspiegeln. 
Es trug maßgeblich dazu bei, MAT2A als innovative Zielstruktur zu identifizieren. Dieser 
Schritt in Richtung einer möglichst effizienten zielgerichteten Therapie hat das Potential, die 
schlechte Prognose KMT2A-rearrangierter Leukämien zu verbessern. 
Erste Versuche an CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierten Zellen als in vitro Test-
system für einen entsprechenden MAT2A-Inhibitor lieferten Erkenntnisse hinsichtlich der 
Vulnerabilität KMT2A-rearrangierter Zellen. In „Kapitel 4.6 KMT2A-rearrangierte Zellen als in 
vitro Modell zur MAT2A-Inhibition als mögliche zielgerichtete Therapie“ konnte gezeigt wer-
den, dass KMT2A-rearrangierte Zellen gegenüber gesunden Kontrollzellen spezifisch in 
Proliferation und Zellzyklus beeinträchtigt wurden. Die signifikant höhere MAT2A-Expression 
in KMT2A-rearrangierten Zellen deutet darauf hin, dass eine Inhibition in solchen Zellen ei-
nen stärker ausgeprägten Effekt haben könnte (Abbildung 40 B). Um eine spezifische Ab-
hängigkeit von MAT2A in KMT2A-rearrangierten und nicht-KMT2A-rearrangierten Zellen 
nachzuweisen, können vergleichende Analysen mit nicht-KMT2A- und KMT2A-
rearrangierten Leukämiezelllinien angestellt werden. 
Zunächst wurde daher die Proliferation KMT2A-rearrangierter und nicht-KMT2A-
rearrangierter Leukämiezelllinien untersucht, indem steigende Konzentrationen des MAT2A-
Inhibitors PF-9366 verwendet und die Zellen nach 6 Tagen Behandlung mittels Trypanblau-
Färbung und durchflusszytometrisch mittels counting beads analysiert wurden. Es konnte 
eine dosisabhängige reduzierte Zellzahl der KMT2A-rearrangierten Zelllinien SEM und THP-
1 nach 6 Tagen beobachtet werden (Abbildung 47 A, B). Die nicht-KMT2A-rearrangierte 
Zelllinie SKM-1 war in ihrer relativen Zellzahl nach 6 Tagen weniger stark beeinträchtigt. Aus 
den Daten wurden Kurven nach einem vierparametrischen logarithmischen Modell interpo-
liert und die IC50-Werte bestimmt. Für KMT2A-rearrangierte Zelllinien wurden IC50-Werte von 
ungefähr 4 µM bestimmt, während für die nicht-KMT2A-rearrangierte Zelllinie SKM-1 IC50-
Werte von mehr als 10 µM resultierten.  
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Abbildung 47: Unterschiede in Proliferation und Viabilität nach MAT2A-Inhibition in nicht-
KMT2A- und KMT2A-rearrangierten Zelllinien. (A) t(4;11)-rearrangierte (SEM), t(9;11)-rearrangierte 
(THP-1) und nicht-KMT2A-rearrangierte Zelllinien (SKM-1) wurden mit steigenden Konzentrationen 
des MAT2A-Inhibitors (PF-9366) für 6 Tage behandelt. Die relative Zellzahl wurde mittels Trypanblau-
Färbung und der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Zusammengefasste Daten aus drei biologischen 
Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. (B) Die Proliferation wurde wei-
ter durch die Zellzahlbestimmung an Tag 6 mittels counting beads und Durchflusszytometrie verifiziert. 
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Die Zellzahl wurde jeweils auf DMSO-behandelte Zellen normalisiert (gepunktete Linie). Arithmetische 
Mittel sind gezeigt, Fehlerbalken geben die SD an. Die IC50-Werte wurden aus einem vierparametri-
schen logarithmischen Modell interpoliert. (C) Für die Proliferationskurven wurde die Zellzahl 10 µM-, 
15 µM- und DMSO-behandelter Zellen alle zwei Tage mittels Trypanblau-Färbung und der Neubauer-
Zählkammer bestimmt. Die zusammengefassten Wachstumskurven aus drei biologischen Replikaten 
(n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. (D) Die resultierende Viabilität an Tag 6 
wurde mittels des fluoreszenzbasierten alamarBlue Assays verifiziert. Balken zeigen das arithmetische 
Mittel aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. Fehlerbalken 
geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten wurden inner-
halb einer Masterarbeit generiert.[191] 
 
Zusätzlich wurden Proliferationskurven nicht-KMT2A- und KMT2A-rearrangierter Zelllinien 
erstellt, indem 10 µM oder 15 µM des MAT2A-Inhibitors PF-9366 oder DMSO als Kontrollbe-
handlung verwendet und die Zellen über 6 Tage mittels Trypanblau-Färbung gezählt wurden. 
Bereits die Verwendung von 10 µM zeigte eine reduzierte Proliferation KMT2A-rearrangierter 
Zelllinien SEM und THP-1, während sogar eine Dosierung von 15 µM kaum Auswirkungen 
auf SKM-1 Zellen hatte (Abbildung 47 C).  
Der spezifische wachstumshemmende Effekt KMT2A-rearrangierter Zelllinien konnte ebenso 
durch die Bestimmung der Viabilität an Tag 6 mittels des fluoreszenzbasierten alamarBlue 
assays nachgewiesen werden (Abbildung 47 D). Für die nicht-KMT2A-rearrangierte Zelllinie 
SKM-1 ist ein nicht signifikanter Trend zu erkennen. 
Die Ergebnisse zeigen eine spezifische Proliferationsinhibition KMT2A-rearrangierter Zellli-
nien nach 6 Tagen Behandlung, während die nicht-KMT2A-rearrangierte Zelllinie SKM-1 we-
niger stark im Wachstum beeinträchtigt wurde. Die Daten wurden innerhalb einer Masterar-
beit generiert.[191] Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Stellenwert von MAT2A hinsicht-
lich des Überlebens KMT2A-rearrangierter Zellen weiter bestätigt werden konnte.  
 
4.7.2 Beeinträchtigung des Zellzyklus der KMT2A-rearrangierten Zelllinien in der DNA-
Synthese-Phase 
Zur weiteren Untersuchung der spezifischen Proliferationsinhibition durch den MAT2A-
Inhibitor in KMT2A-rearrangierten Zelllinien im Vergleich zu nicht-KMT2A-rearrangierten Zell-
linien war eine Zellzyklusanalyse erforderlich. Wie bereits in CRISPR/Cas9-generierten 
KMT2A-rearrangierten Zellen gezeigt werden konnte, führt eine MAT2A-Inhibition zu einer 
Reduktion der Zellen in S-Phase, wobei Kontrollzellen nicht beeinträchtigt werden. Ob sich 
dieser spezifische Effekt auch im Vergleich zwischen KMT2A-rearrangierten und nicht-
KMT2A-rearrangierten Leukämiezelllinien bestätigt, sollte im Folgenden untersucht werden. 
Die spezifische Vulnerabilität KMT2A-rearrangierter Zellen infolge einer MAT2A-Inhibition 
sollte so weiter herausgearbeitet werden. 
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Abbildung 48: Beeinträchtigung des Zellzyklus der KMT2A-rearrangierten Zelllinien in der DNA-
Synthese-Phase. t(4;11)-rearrangierte (SEM), t(9;11)-rearrangierte (THP-1) und nicht-KMT2A-
rearrangierte Zelllinien (SKM-1) wurden mit 10 µM und 15 µM des MAT2A-Inhibitors (PF-9366) oder 
DMSO für 6 Tage behandelt. Gezeigt sind zusammengefasste Daten des Zellzyklus (A) und repräsen-
tative durchflusszytometrische Analysen (B) aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in 
technischen Triplikaten. Balken zeigen das arithmetische Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. Ein 
ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Unveröffentlichte Daten. Daten wurden in-
nerhalb einer Masterarbeit generiert.[191] 
 
Folglich wurde die Inhibition von MAT2A in SEM, THP-1 und SKM-1 mittels Zellzyklusanaly-
se und Durchflusszytometrie untersucht. Die Zellen wurden für 6 Tage mit 10 µM oder 15 µM 
des MAT2A-Inhibitors PF-9366 oder DMSO als Kontrolle behandelt und anschließend analy-
siert. Mittels BrdU- und 7-AAD-Färbung konnte zwischen den einzelnen Phasen des Zellzyk-
lus, G0-, G1-, G2-, M- und S-Phase, differenziert werden. Zusammengefasste Daten und 
repräsentative Ergebnisse durchflusszytometrischer Analysen sind in Abbildung 48 gezeigt. 
Die mit 15 µM behandelten KMT2A-rearrangierten Zelllinien SEM und THP-1 befanden sich 
signifikant weniger in der S-Phase und die Verteilung verschob sich in Richtung apoptoti-
scher Zellen. Der Zellzyklus der nicht KMT2A-rearrangierten Zelllinie SKM-1 blieb unbeein-
trächtigt. Die Daten wurden innerhalb einer Masterarbeit generiert.[191] 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die spezifische Proliferationsinhibition KMT2A-
rearrangierter Zelllinien durch die Zellzyklusanalyse weiter bestätigt werden konnte. Im Fol-
genden sollte eine spezifische Untersuchung der Apoptoseinduktion in KMT2A-
rearrangierten Zelllinien erfolgen.   
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4.7.3 Induzierte Apoptose durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-rearrangierten Zelllinien 
Während der Zellzyklusanalyse in „Kapitel 4.7.2 Beeinträchtigung des Zellzyklus der KMT2A-
rearrangierten Zelllinien in der DNA-Synthese-Phase“ wurde eine Verschiebung der Phasen-
verteilung zugunsten vermehrter apoptotischer KMT2A-rearrangierter Zellen detektiert. Die-
ser Aspekt wurde hier durch die DNA-Quantifizierung mittels linearer Darstellung der 7-AAD-
Färbung charakterisiert. Eine spezifische Untersuchung der Apoptoseinduktion ist weiterhin 
notwendig.  
Folglich wurde die Externalisierung von Phosphatidylserin während der Apoptose nach Inhi-
bitorbehandlung mit PF-9366 analysiert. KMT2A-rearrangierte und nicht-KMT2A-
rearrangierte Zelllinien wurden dafür für 6 Tage mit steigenden Konzentrationen des MAT2A-
Inhibitors behandelt. Mittels Annexin V- und PI-Färbung konnte anschließend zwischen le-
benden, nekrotischen, früh- und spätapoptotischen Zellen unterschieden werden. Die Analy-
se erfolgte durchflusszytometrisch (Abbildung 49).  
 
 
Abbildung 49: Induzierte Apoptose durch MAT2A-Inhibition in KMT2A-rearrangierten Zelllinien. 
t(4;11)-rearrangierte (SEM), t(9;11)-rearrangierte (THP-1) und nicht-KMT2A-rearrangierte Zelllinien 
(SKM-1) wurden mit 10 µM und 15 µM des MAT2A-Inhibitors (PF-9366) oder DMSO für 6 Tage be-
handelt. Für die Bestimmung der Apoptose wurde die Externalisierung von Phosphatidylserin mittels 
Annexin V-Färbung durchflusszytometrisch bestimmt. Zusammengefasste Daten aus drei biologischen 
Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten (A) und repräsentative durchflusszytometri-
sche Analysen (B) sind gezeigt. Punkte zeigen das arithmetische Mittel, Fehlerbalken geben die SD 
an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Unveröffentlichte Daten. Daten wur-
den innerhalb einer Masterarbeit generiert.[191] 
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Ein dosisabhängiger prozentualer Anstieg Annexin+ Zellen innerhalb der KMT2A-
rearrangierten Zelllinien SEM und THP-1 konnte infolge einer MAT2A-Inhibition detektiert 
werden. SKM-1 Zellen reagierten erst bei hohen Konzentrationen von 20 µM mit einer signi-
fikanten Externalisierung von Phosphatidylserin. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass der spezifische Effekt des MAT2A-Inhibitors auf KMT2A-
rearrangierte Zelllinien aus den vorherigen Versuchen auch mittels einer spezifischen 
Apoptoseuntersuchung nachweisbar war. Die Daten wurden innerhalb einer Masterarbeit 
generiert.[191] 
Die zusammengenommenen Ergebnisse der Validierung in KMT2A-rearrangierten Zelllinien 
bestätigen, dass bei MAT2A von einer adressierbaren Zielstruktur spezifisch für KMT2A-
rearrangierte Zellen ausgegangen werden kann. Die vorhergehende Annahme, dass eine 
signifikant höhere MAT2A-Expression in KMT2A-rearrangierten Zellen im Vergleich zu ande-
ren akuten Leukämien ein höheres Potential für dessen Inhibition bietet, konnte validiert 
werden.  
Aus den Ergebnissen der CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierten Zellen sowie 
den KMT2A-rearrangierten Zelllinien kann insgesamt geschlossen werden, dass MAT2A 
eine spezifische Zielstruktur in KMT2A-rearrangierten Leukämien darstellt. Die Zellen werden 
infolge einer MAT2A-Inhibition in ihrer Proliferation und ihrer DNA-Synthese gestört und let-
zendlich wird Apoptose induziert. Kontrollzellen bleiben unbeeinträchtigt und es wird keine 
ausreichende Wirksamkeit in nicht-KMT2A-rearrangierten Leukämiezellen erreicht. 
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4.8 Mögliche Kombinationsstrategien zielgerichteter Therapien für die klinische 
Anwendung 
4.8.1 MAT2A-Inhibition in Kombination mit Chemotherapie 
Für eine klinische Anwendung neuer Therapiemöglichkeiten können innovative Zielstrukturen 
als Einzeltherapie vorgeschlagen werden. Oft sind Kombinationsstrategien jedoch wün-
schenswert, um mehrere Angriffspunkte zu vereinen. Vor allem für KMT2A-rearrangierte 
Leukämien ist aufgrund der schlechten Prognose eine möglichst effiziente zielgerichtete The-
rapie, möglicherweise unter Berücksichtigung von Kombinationsstrategien, anzustreben. 
Wenn durch eine Behandlung zusätzlich die Möglichkeit eröffnet wird, Zellen für konventio-
nelle Therapieformen, wie beispielsweise Chemotherapie, zu sensitiveren, wird die Therapie 
für den klinischen Einsatz umso wertvoller. 
Wie bereits in „Kapitel 4.4.6 Kombination mit Chemotherapie als Möglichkeit für die klinische 
Anwendung“ erwähnt, stellt Ara-C ein üblicherweise verwendetes Chemotherapeutikum in 
akuten Leukämien dar. Eine gleichzeitige und sequenzielle chemotherapeutische Behand-
lung KMT2A-rearrangierter Zellen mit Ara-C und MAT2A bietet daher die Möglichkeit, eine 
mögliche klinische Anwendung zu simulieren. Als in vitro Testsystem können die eigens ge-
nerierten KMT2A-rearrangierten Zellen eine geeignete Plattform bieten. 
Zunächst wurde die Dosis an Ara-C ermittelt, welche für die folgenden Versuche als sinnvoll 
erachtet wurde, um einen gesteigerten Effekt herauszuarbeiten. Hierfür wurden KMT2A-
rearrangierte Zellen für 6 Tage mit steigenden Konzentrationen von Ara-C behandelt 
(Abbildung 50 A). Aus den Daten wurde eine Kurve nach einem vierparametrischen loga-
rithmischen Modell interpoliert und der IC50-Wert bestimmt. Aufgrund der vorliegenden Er-
gebnisse wurde eine Konzentration von 10 nM Ara-C für weitere Versuche gewählt. Wurden 
schließlich 10 µM des MAT2A-Inhibitors PF-9366 in Kombination mit 10 nM Ara-C getestet, 
ergab die Analyse der relativen Zellzahl mittels counting beads und Durchflusszytometrie 
einen weiteren zusätzlichen Effekt der Kombinationsbehandlung über jeweils der Chemothe-
rapie oder der MAT2A-Inhibition alleine (Abbildung 50 B).  
Für den sequenziellen Versuch wurden KMT2A-rearrangierte Zellen für 6 Tage mit 10 µM 
MAT2A-Inhibitor PF-9366 oder DMSO behandelt. Anschließend wurde die Behandlung aus-
gewaschen, die Zellen zu originaler Zelldichte wieder ausgesät und für weitere 2 Tage mit 
10 nM Ara-C oder PBS als Kontrolle behandelt (Abbildung 50 C). Die Ergebnisse der 
Folgebehandlung sind in Abbildung 50 D dargestellt. Bemerkenswerterweise wurde ebenso 
ein komplementärer Effekt beobachtet. Dies bedeutet, dass nachhaltige epigenetische Ände-
rungen infolge einer Inhibition von MAT2A zu einer Sensibilisierung KMT2A-rearrangierter 
Zellen gegenüber konventioneller Chemotherapie führen.  
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Abbildung 50: MAT2A-Inhibition in Kombination mit Chemotherapie. (A) t(4;11)-rearrangierte 
(MLL-AF4) und t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) wurden mit steigenden Konzentrationen von 
Cytarabin (Ara-C) für 6 Tage behandelt. Die relative Zellzahl wurde durch die Zellzahlbestimmung an 
Tag 6 mittels counting beads und Durchflusszytometrie bestimmt. Zusammengefasste Daten aus drei 
biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. Die Zellzahl wurde 
auf PBS-behandelte Zellen normalisiert (gepunktete Linie). Arithmetische Mittel sind gezeigt, Fehler-
balken geben die SD an. Der IC50-Wert wurde aus einem vierparametrischen logarithmischen Modell 
interpoliert. (B) 10 nM Cytarabin (Ara-C), 10 µM des MAT2A-Inhibitors (PF-9366, MAT2Ai), deren 
Kombination (Komb.) oder DMSO wurden für 6 Tage in KMT2A-rearrangierten Zellen verwendet. Die 
relative Zellzahl wurde durch die Zellzahlbestimmung an Tag 6 mittels counting beads und Durch-
flusszytometrie bestimmt. Zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchge-
führt in technischen Triplikaten sind gezeigt. (C) Für sequenzielle Analysen wurden KMT2A-
rearrangierte Zellen für 6 Tage mit MAT2A-Inhibitor (PF-9366, MAT2Ai) vorbehandelt. Die Behandlung 
wurde ausgewaschen, die Zellen wurden erneut ausgesät und anschließend für 2 Tage (Tag 6+2) mit 
Cytarabin (Ara-C) oder PBS behandelt. (D) Zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replika-
ten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. Proliferationsanalysen wurden mittels 
counting beads durchflusszytometrisch durchgeführt. Balken zeigen das arithmetische Mittel, Fehler-
balken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Unveröffentlich-
te Daten. 
 
Zusammengefasst lässt sich also sagen, dass eine MAT2A-Inhibition mit Chemotherapie 
kombinierbar ist und eine sequenzielle Verwendung des MAT2A-Inhibitors ein Ansprechen 
der Zellen auf die konventionelle Therapie durch Ara-C sogar favorisiert. Dies bedeutet eine 
hohe Flexibilität der zeitlichen Dosierung in der klinischen Anwendung innovativer Therapien 
mit konventioneller Chemotherapie.  
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4.8.2 MAT2A-Inhibition zur Steigerung der zielgerichteten Therapie mittels DOT1L-
Inhibitors 
Um weitere mögliche klinische Therapiestrategien vorzuschlagen und um diese hinsichtlich 
ihrer möglichen Effektivität zu bewerten, können weiterhin CRISPR/Cas9-generierte KMT2A-
rearrangierte Zellen verwendet werden. Die bisherigen Erkenntnisse aus vorherigen Kapiteln 
von DOT1L, PRMT5 und MAT2A als therapeutische Angriffspunkte liefern hierfür die Grund-
lage. Nun sollten die einzelnen Inhibitoren so kombiniert werden, dass die veränderte Epige-
netik und zelluläre Methylierungsprozesse KMT2A-rearrangierter Zellen von zwei Seiten 
adressiert werden konnte (Abbildung 6). Da das MAT2A-Protein durch die Katalyse der 
SAM-Produktion eine zentrale Rolle einnimmt, sollte es in den Mittelpunkt der Kombinations-
strategien gestellt werden. Letzendlich sollte so eine möglichst effiziente klinische Anwen-
dung zielgerichteter Therapien vorgeschlagen werden.  
Die erste Option hierfür ist eine Kombinationsbehandlung des MAT2A-Inhibitors mit der Inhi-
bition des in KMT2A-rearrangierten Zellen rekrutierten DOT1L.[28][49] Obwohl die Effizienz der 
DOT1L-Inhibition in klinischen Studien hinter den Erwartungen zurückblieb, sollteen jahre-
lang akquirierte Erkenntnisse nicht ohne weiteres verworfen werden. 
Zunächst war interessant zu sehen, wie sich die kombinierte Therapiestrategie auf die 
Proliferation auswirkte und ob hier eine überlegene Wirksamkeit festgestellt werden konnte. 
Für die Bewertung der therapeutischen Effektivität wurden daher die jeweiligen DOT1L- und 
MAT2A-Inhibitoren in CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierten Zellen getestet. Um 
deren Auswirkungen genau berechnen zu können, wurden Dosis-Wirkungs-Kurven steigen-
der Konzentrationen der Einzel- und der Kombinationsbehandlung nach 6 Tagen mit kon-
stantem, äquipotenten Verhältnis erstellt (Abbildung 51 A). Hierfür wurde die relative Zell-
zahl mittels counting beads und Durchflusszytometrie bestimmt. Aus den Daten wurden Kur-
ven nach einem vierparametrischen logarithmischen Modell interpoliert und die IC50-Werte 
bestimmt.  
Diese sind zur Bestimmung der Synergie in Isobologrammen zu 50 % Effektniveau in Abbil-
dung 51 B dargestellt. Da die Datenpunkte der Kombinationstherapie unterhalb der Verbin-
dungslinie der Einzelbehandlungen liegen, kann von Synergie gesprochen werden. Außer-
dem wurden anhand der IC50-Werte entsprechende CIs berechnet. Ein CI kleiner als 1 indi-
ziert Synergie (Abbildung 51 B, CI<1). So kann gesagt werden, dass eine kombinatorische 
Behandlung mit DOT1L- und MAT2A-Inhibitoren einen synergistischen Effekt auf KMT2A-
rearrangierte Zellen hat. 
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Abbildung 51: MAT2A-Inhibition zur Steigerung der zielgerichteten Therapie mittels DOT1L-
Inhibitors. (A) t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4) und t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) wurden mit 
steigenden Konzentrationen von DOT1L-Inhibitor (EPZ004777, DOT1Li), MAT2A-Inhibitor (PF-9366, 
MAT2Ai) oder deren konstanten Kombination (Komb., 1+10) für 6 Tage behandelt. Die relative Zell-
zahl wurde durch die Zellzahlbestimmung an Tag 6 mittels counting beads und Durchflusszytometrie 
bestimmt. Zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in techni-
schen Triplikaten sind gezeigt. Die Zellzahl wurde auf PBS-behandelte Zellen normalisiert. Arithmeti-
sche Mittel sind gezeigt, Fehlerbalken geben die SD an. Die IC50-Werte wurden aus einem vierpara-
metrischen logarithmischen Modell interpoliert und sind in (B) dargestellt. Die Isobologramme für die 
50 %-Effektniveaus sowie die Kombinationsindices (combiantion indeces, CI) sind zur Bestimmung 
der Synergie dargestellt (CI<1). (C) Zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) 
durchgeführt in technischen Triplikaten zur Verdeutlichung der Signifikanz für die Einzelbehandlungen 
von 1 µM DOT1Li und 10 µM MAT2Ai oder deren Kombination (Komb.) nach 6 Tagen Behandlung 
sind gezeigt. (D) Für die Bestimmung der Apoptose wurde die Externalisierung von Phosphatidylserin 
mittels Annexin V-Färbung durchflusszytometrisch bestimmt. Zusammengefasste Daten aus drei bio-
logischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. Balken zeigen das 
arithmetische Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. 
* bedeutet p<0,05. Unveröffentlichte Daten. 
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Weiterhin sollte eine kombinatorische Behandlung mit den Einzelbehandlungen hinsichtlich 
der Apoptoseinduktion untersucht werden. Als nächster Schritt wurden folglich KMT2A-
rearrangierte Zellen für 6 Tage mit 1 µM DOT1L-Inhibitor EPZ004777 und 10 µM MAT2A-
Inhibitor PF-9366 einzeln und in Kombination oder mit DMSO behandelt. Die relative Zellzahl 
nach 6 Tagen wurde mittels counting beads und Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 
51 C). Die Einzelbehandlungen zeigten bereits eine reduzierte Zellzahl zur DMSO-Kontrolle, 
während die Kombinationsbehandlung noch größere Auswirkungen hatte. 
Die Externalisierung von Phosphatidylserin während der Apoptose wurde ebenso nach 6 
Tagen durchflusszytometrisch analysiert. Mittels Annexin V- und PI-Färbung konnte zwi-
schen lebenden, nekrotischen, früh- und spätapoptotischen Zellen unterschieden werden. 
Ein insgesamt höherer prozentualer Anteil Annexin V+ KMT2A-rearrangierter Zellen infolge 
einer Kombinationsbehandlung im Vergleich zu den Einzelbehandlungen konnte detektiert 
werden (Abbildung 51 D). 
CRISPR/Cas9-generierte KMT2A-rearrangierte Zellen können folglich eine erste Rationale 
für eine zielgerichtete Kombinationstherapie von gleichzeitiger DOT1L- und MAT2A-Inhibition 
liefern. Für die klinische Anwendung kann trotz der bekannten Limitationen eine mögliche 
Kombinationstherapie in Aussicht gestellt werden, indem sowohl MAT2A als auch DOT1L als 
Zielstrukturen adressiert werden, um die Effektivität einer alleinigen DOT1L-Inhibition zu ver-
bessern.  
 
 
4.8.3 Kombinationsstrategie innovativer zielgerichteter Therapien mit PRMT5- und 
MAT2A-Inhibitoren 
Als zweite Möglichkeit, die veränderte Epigenetik KMT2A-rearrangierter Zellen von zwei Sei-
ten zu adressieren, sollte die Kombination von MAT2A- und PRMT5-Inhibition getestet wer-
den. Zunächst war auch hier der Einfluss der Einzelsubstanzen im Vergleich zur Kombinati-
onsbehandlung auf KMT2A-rearrangierte Zellen zu untersuchen. Eine überlegene Wirksam-
keit der Kombination von MAT2A- und PRMT5-Inhibitoren sollte zunächst anhand der 
Proliferation untersucht werden. Für die Bewertung der therapeutischen Effektivität wurden 
wiederrum Dosis-Wirkungs-Kurven steigender Konzentrationen der Einzel- und der Kombi-
nationsbehandlung nach 6 Tagen mit konstantem, äquipotenten Verhältnis erstellt 
(Abbildung 52 A). Die relative Zellzahl wurde mittels counting beads und Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Anschließend wurden Kurven nach einem vierparametrischen logarithmi-
schen Modell interpoliert und die IC50-Werte bestimmt.  
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Abbildung 52: Kombinationsstrategie innovativer zielgerichteter Therapien mit PRMT5- und 
MAT2A-Inhibitoren. (A) t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4) und t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) 
wurden mit steigenden Konzentrationen von PRMT5-Inhibitor (EPZ015666, DOT1Li), MAT2A-Inhibitor 
(PF-9366, MAT2Ai) oder deren konstanten Kombination (Komb., 1+10) für 6 Tage behandelt. Die rela-
tive Zellzahl wurde durch die Zellzahlbestimmung an Tag 6 mittels counting beads und Durchflusszy-
tometrie bestimmt. Zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in 
technischen Triplikaten sind gezeigt. Die Zellzahl wurde auf PBS-behandelte Zellen normalisiert. 
Arithmetische Mittel sind gezeigt, Fehlerbalken geben die SD an. Die IC50-Werte wurden aus einem 
vierparametrischen logarithmischen Modell interpoliert und sind in (B) dargestellt. Die Isobologramme 
für die 50 %-Effektniveaus sowie die Kombinationsindices (combiantion indeces, CI) sind zur Bestim-
mung der Synergie dargestellt (CI<1). (C) Zusammengefasste Daten aus drei biologischen Replikaten 
(n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten zur Verdeutlichung der Signifikanz für die Einzelbehand-
lungen von 1 µM DOT1Li und 10 µM MAT2Ai oder deren Kombination (Komb.) nach 6 Tagen Behand-
lung sind gezeigt. (D) Für die Bestimmung der Apoptose wurde die Externalisierung von Phos-
phatidylserin mittels Annexin V-Färbung durchflusszytometrisch bestimmt. Zusammengefasste Daten 
aus drei biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. Balken 
zeigen das arithmetische Mittel, Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde ver-
wendet. * bedeutet p<0,05. Unveröffentlichte Daten. 
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Diese sind zur Bestimmung der Synergie in Isobologrammen zu 50 % Effektniveau in Abbil-
dung 52 B dargestellt. Da die Datenpunkte der Kombinationstherapie unterhalb der Verbin-
dungslinie der Einzelbehandlungen liegen, kann von Synergie gesprochen werden. Außer-
dem wurden anhand der IC50-Werte entsprechende CIs berechnet. Ein CI kleiner als 1 indi-
ziert Synergie (Abbildung 52 B, CI<1). So kann gesagt werden, dass eine kombinatorische 
Behandlung mit PRMT5- und MAT2A-Inhibitoren einen synergistischen Effekt auf KMT2A-
rearrangierte Zellen hat. 
Auch hier wurde die Kombinationsbehandlung im Vergleich zu den jeweiligen Einzelsubstan-
zen hinsichtlich der Apoptoseinduktion untersucht. Für diese Intension wurden KMT2A-
rearrangierte Zellen für 6 Tage mit 1 µM PRMT5-Inhibitor EPZ015666 und 10 µM MAT2A-
Inhibitor PF-9366 einzeln und in Kombination oder mit DMSO behandelt. Die relative Zellzahl 
nach 6 Tagen wurde mittels counting beads und Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 
52 C). Die Einzelbehandlungen zeigten bereits eine reduzierte Zellzahl, während die Kombi-
nationsbehandlung noch größere Auswirkungen hatte.  
Die Externalisierung von Phosphatidylserin während der Apoptose wurde ebenfalls nach 
6 Tagen durchflusszytometrisch analysiert. Mittels Annexin V- und PI-Färbung konnte zwi-
schen lebenden, nekrotischen, früh- und spätapoptotischen Zellen unterschieden werden. 
Ein insgesamt höherer prozentualer Anteil Annexin V+ KMT2A-rearrangierter Zellen infolge 
einer Kombinationsbehandlung im Vergleich zu den Einzelbehandlungen konnte detektiert 
werden (Abbildung 52 D). 
CRISPR/Cas9-generierte KMT2A-rearrangierte Zellen können hier also eine erste Rationale 
für eine innovative Kombinationstherapie durch gleichzeitige Inhibition von PRMT5 und 
MAT2A liefern.  
Für die klinische Anwendung können folglich zwei neuartige Therapiestrategien vorgeschla-
gen werden, um einen überlegenen Effekt in der Behandlung KMT2A-rearrangierter Leukä-
mien im Vergleich zu bisherigen Ansätzen zu erreichen. Eine Diagnose mit schlechter Prog-
nose erfordert vielfältige Strategien, sodass die diversen Kombinationsmöglichkeiten aus 
DOT1L-, PRMT5- und MAT2A-Inhibition variable Ansätze bieten, KMT2A-rearrangierte Leu-
kämien zu behandeln oder für Chemotherapie angreifbar zu machen.  
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5 Diskussion 
5.1 Etablierung des humanen KMT2A-CRISPR/Cas9-Systems  
Als häufige chromosomale Translokation kommt das KMT2A-Onkogen in 10 % aller Leukä-
mien[138] und in 80 % aller Leukämien im Kleinkindesalter[38] vor und ist mit einer schlechten 
Prognose assoziiert.[2][22][138] Selbst die Anwendung aggressiver Therapieregimes aus Che-
motherapie und allo-SZT führt noch immer nicht zu einer zufriedenstellenden Entwicklung 
des Krankheitsverlaufes.[1][2][22]-[24] Zur Entwicklung dringend erforderlicher innovativer thera-
peutischer Strategien sind Patientenzellen nur bedingt geeignet, da sie zum einen in in vitro 
Kulturen rasch ausdifferenzieren und die Apoptose induziert wird und zum anderen zusätzli-
che Mutationen enthalten, welche direkte Rückschlüsse der Erkenntnisse auf die KMT2A-
Translokation einschränken.[87]-[90][91][103] 
Folglich sind bereits unterschiedliche Modellsysteme entwickelt worden, um die Rolle der 
MLL-Fusionsproteine in der leukämischen Pathogenese zu charakterisieren.[93]-[98] Allerdings 
sind die bisherigen Mausmodelle von eingeschränkter Aussagekraft, da signifikante Unter-
schiede zwischen den genetischen Profilen von Maus und Mensch bestehen.[99] Auch die 
Verwendung von menschlichen Zellen mit viral transduzierten KMT2A-Onkogenen spiegelt 
die eigentliche Krankheitsbiologie aufgrund supraphysiologischer Expression nicht verläss-
lich wider.[95][100]-[102] Im humanen KMT2A-Translokationsmodell von Schneidawind (früher 
Büchele) et al. wird die Translokation durch TALENs induziert und die Onkogenexpression 
verläuft so unter endogenen Promotoren.[105]-[107] Durch die Verwendung von TALENs zur 
Induktion von DSB im KMT2A- und AFF1- oder MLLT3-Gen können so zunächst reziproke 
Translokationen sowohl von t(9;11) als auch von t(4;11) induziert werden.[106] Duch diese 
Methode werden jedoch nur begrenzt stabile in vitro Kulturen, vor allem die t(4;11) Translo-
kation betreffend, erzeugt.[106]  
In dieser Arbeit sollten die Limitationen dieses humanen KMT2A-TALEN-Translokations-
modells hinsichtlich der Effizienz mithilfe des CRISPR/Cas9-Systems überwunden werden. 
Diese innovative Form der Genomeditierung ist mit einer hohen Effizienz in HSPCs als Ziel-
zellen einsetzbar.[137] Das erklärte Ziel, die Translokationen des KMT2A-TALEN-
Translokationsmodells nachzustellen und hinsichtlich der Effizienz zu verbessern, konnte 
zufriedenstellend erreicht werden. Im Vergleich zur bisherigen TALEN-Methode konnten 
Translokationen bereits sehr früh detektiert werden. Einmal induziert, persistierten diese und 
die in vitro Kulturen reicherten sich schnell und beständig zu 100 % translokationspositiven 
Zellen an. Mit der TALEN-Methode gelingt dies bisher nur in Einzelfällen. Interessanterweise 
stellte sich das CRISPR/Cas9-System zudem als sehr präzise heraus. Im Gegensatz zur 
TALEN-Methode wurden hier keine unterschiedlichen Sequenzen der Translokationen ge-
funden.[106][107] Hierin begründet sich vermutlich auch die kurze Latenzzeit, da sich nicht nur 
eine Zelle als prominentester Klon durchgesetzt hat, sondern in mehreren Zellen eine 
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Translokation mit derselben Sequenz induziert wurde. Da für das CRISPR/Cas9-System 
eine definierte Schnittstelle abhängig vom PAM berichtet wird, kann diese Tasache erklärt 
werden.[116] Die Möglichkeit, diese Präzision erfolgreich zur Generierung polyklonaler, jedoch 
homogener, reiner in vitro Kulturen nutzen zu können, stellt einen großen Vorteil gegenüber 
bisheriger Genomeditierungen dar. Das stabile t(9;11)-TALEN-Translokationsmodell konnte 
somit hinsichtlich der Präzision und der Effizienz technisch verbessert werden.[107] Das 
t(4;11)-TALEN-Translokationsmodell konnte durch die Verwendung des CRISPR/Cas9-
Systems erstmals mit unbegrenzter Proliferation in in vitro Kultur umgesetzt werden.[106] Bis-
her sind t(4;11)-Translokationsmodelle aufgrund der Größe des Fusionsproteins auch mit 
viralen Methoden nur schwer zu verwirklichen, obwohl diese die häufigste Translokation in 
akuten Leukämien darstellt.[38][95][192][193]  
Ein technisch persistierendes, verfügbares KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodell er-
öffnet nun eine neue Bewertung kritischer Debatten. Es wird allgemeinhin diskutiert, ob eine 
reziproke Translokation für eine Leukämieinduktion nötig ist. In Patienten werden nicht im-
mer beide Translokationspartner als gegenseitige Fusionsproteine gefunden.[84] Dabei kann 
die 5′-t(4;11)-Translokation in allen Patienten, die 3′-t(4;11)-Translokation nur in einem gerin-
geren Prozentsatz identifiziert werden.[84] Da im hier generierten KMT2A-CRISPR/Cas9-
Translokationsmodell immer eine reziproke Translokation induziert wurde, kann das Modell 
in Zukunft dazu beitragen, die Rolle der 3′-t(4;11)-Translokation aufzuklären. Ein spezifischer 
knock-down der 3′-t(4;11)-Translokation könnte hierfür Informationen liefern. Sollte die 3′-
t(4;11)-Translokation einen aktiven Beitrag zum onkologischen Potential der Zellen liefern, 
muss die Frage nach der Leukämieinduktion in 3′-t(4;11)-translokationsnegativen Patienten 
gestellt werden. Eventuell sind hier andere zusätzliche Mutationen für das Auftreten der Leu-
kämie mitverantwortlich.  
Das Auftreten zusätzlicher Mutationen wird generell für KMT2A-translokationspositive Leu-
kämien diskutiert. In Expertenkreisen kommt die Frage auf, ob eine KMT2A-Translokation 
alleine zur Leukämieinduktion ausreicht.[195] Für die t(9;11)-Translokation ist bereits bekannt, 
dass die driver-Mutation stark genug ist, um akute Leukämien in Mäusen zu induzie-
ren.[107][194] Hinsichtlich der t(4;11)-Translokation führt selbst eine Verwendung von KMT2A-
Translokationsprodukten unter supraphysiologischer Expression normalerweise zu keiner 
Leukämieinduktion.[196][197] Bisher ist dies lediglich in einem artifiziellen Modell aus humanen 
Stammzellen mit einem lentiviralen Fusionskontrukt aus dem humanen KMT2A-Gen und 
dem murinen AFF1-Gen in NSG-Mäusen gelungen.[198] Es wird vermutet, dass zusätzliche 
Mutationen nötig sind, um eine Leukämieinduktion zu erreichen.[168][197] Das t(4;11)-
CRISPR/Cas9-Translokatiosmodell kann zukünftig dazu beitragen, diesen Sachverhalt zu 
untersuchen. Eine Transplantation der einzelmutierten Zellen in Mäuse könnte folglich Auf-
schluss über den endogenen Einfluss der t(4;11)-Translokation geben. Eine Erweiterung des 
vorhandenen Modells zur Einführung zusätzlicher Mutationen durch das CRISPR/Cas9-
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System in bereits rearrangierte Zellen oder zusätzlich direkt zu Beginn der Genomeditierung 
könnte anschließend weitere wertvolle Informationen liefern. Vorarbeiten hierzu sind bereits 
vorhanden, sind in Anhang 13 bis Anhang 18 gezeigt und werden in „Kapitel 6 Zusammen-
fassung und Ausblick“ erläutert. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag jedoch zunächst in der 
Generierung der KMT2A-Translokation, um direkte nachfolgende Effekte charakterisieren 
sowie allgemeingültige Therapieoptionen entwerfen und testen zu können.  
 
 
5.2 Charakterisierung KMT2A-rearrangierter Zellen 
KMT2A-translokationspositive Leukämien sind nicht nur bedingt durch ihre vergleichbar ein-
fache genetische Zusammensetzung interessant für viele Forschende, die sich vor allem mit 
der Leukämieentstehung hinsichtlich der nötigen Mutationen beschäftigen.[197][199] Aufgrund 
ihrer schlechten Prognose und begrenzten Therapiemöglichkeiten gelten sie als besonders 
interessant, um geeignete zielgerichtete Therapien zu identifizieren und in der klinischen 
Anwendung zu etablieren.[2][22]-[24] Der Zugang zu verlässlichen Modellen verbessert die Mög-
lichkeiten der Erforschung von akuten Leukämien wesentlich. Essenzielle Signalwege kön-
nen dann nicht nur durch Momentaufnahmen, wie beispielsweise der Expressionsanalyse 
von Patientenzellen, identifiziert werden. Patientenzellen sind für eine längere Kultur unge-
eignet, da sie zum einen apoptotisch werden und zum anderen zusätzliche Mutationen ent-
halten, die direkte Rückschlüsse auf die KMT2A-Translokation stark einschränken.[87]-[91][103] 
Die Bedeutung einzelner Signalwege und möglicher Zielstrukturen wird erst durch eine Inhi-
bition unter der Verwendung von in vitro oder in vivo Modellen möglich. Führt eine Inhibition 
durch blockierende Antikörper oder small molecules zu einer zellulären Veränderung, so 
kann dem Signalweg oder der Zielstruktur eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie 
zugesprochen werden. Die Generierung von Modellen, die eine solche Möglichkeit bieten, ist 
daher von großem Wert. Allerdings muss ein solches Modell zunächst charakterisiert, mit 
Patientenzellen verglichen und auf seine Tauglichkeit hin untersucht werden.  
Das humane KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodell wurde nach Vorbild von Patien-
tensequenzen erstellt, um nach Möglichkeit die wesentlichen Aspekte der Erkrankung ver-
lässlich zu imitieren. Ohne lentiviralen Einfluss konnten so Translokationen unter endogenen 
Promotoren in Zellen eingeführt werden, die, im Gegensatz zu Patientenzellen, in vitro in 
Kultur gehalten werden konnten. Eine Charakterisierung der Zellen gab Aufschluss über de-
ren Proliferationsverhalten, Morphologie, Phänotyp sowie differentielle Genexpression, um 
eine Vergleichbarkeit zu Patientenzellen zu belegen. 
Sowohl in Flüssig- als auch in halbfester Kultur (CFU) zeigten KMT2A-rearrangierte Zellen 
einen deutlichen proliferativen Vorteil gegenüber nicht-rearrangierten Zellen. Dies ermöglich-
te zunächst ein Auswachsen der Zellen zu einer 100 % reinen polyklonalen Population. Wei-
terhin stellte diese Fähigkeit die Grundlage für eine unbegrenzt wachsende in vitro Kultur 
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dar, um letztendlich therapeutische Ansätze testen zu können. Interessant war zu sehen, 
dass auch nach Erreichen der 100 % reinen Kultur stets ein intaktes KMT2A-Gen durch die 
FISH-Analyse identifiziert werden konnte. Das durchweg heterozygote Auftreten der chro-
mosomalen Aberration schien demnach wichtig für das Überleben der Zellen zu sein.[200]  
Insgesamt ist zu sagen, dass die so generierten KMT2A-rearragierten Zellen einen prolifera-
tiven Vorteil gegenüber nicht-editierten Kontrollzellen hatten. Interessanterweise unterschie-
den sich jedoch t(4;11)-rearrangierte von t(9;11)- rearrangierten Zellen hinsichtlich der Fä-
higkeit, Kolonien in halbfestem Medium auszubilden. Diese Untersuchung ließ Rückschlüsse 
auf die Fähigkeit der Selbsterneuerung der Zellen zu. Konsequenterweise waren daher 
t(4;11)-rearrangierte Zellen als jene mit geringerem onkologischen Potential anzusehen. Es 
müssen allerdings weitere Aspekte zur Bewertung dieser Auffälligkeit beachtet werden. Die 
hier verwendeten Kulturbedingungen, auch bereits zu Beginn der Genomeditierung, zielten 
auf eine Flüssigkultur unter myeloischen Einflüssen ab. Es ist jedoch bekannt, dass t(4;11)-
Translokationen in Patienten eher zu einer ALL führen.[38] Ein unzutreffendes Zytokinmilieu 
könnte die t(4;11)-rearrangierten Zellen derart beeinflusst haben, dass ihre Fähigkeit zur 
Selbsterneuerung eingeschränkt wurde und sie aufgrund dessen keine Kolonien ausbildeten.  
Dieser Aspekt einer korrekten in vitro Kultur beschäftigt Experten schon lange.[201]-[205] Es ist 
bekannt, dass das Milieu der in vitro Kulturen von Stammzellen und Leukämiezellen maß-
geblich für deren Überleben und Differenzierung verantwortlich ist.[204][206] In diesem Modell 
zeigten sowohl t(9;11)- als auch t(4;11)-rearrangierte Zellen einen myelomonozytären Phä-
notyp, der bedingt durch die Verwendung der angegebenen Zytokine ausgeprägt wurde. 
Eine entsprechende lymphatische Kultur muss daher noch entwickelt werden, um auch adä-
quate Kulturbedingungen für die t(4;11)-rearrangierten Zellen zu schaffen. In Folge einer 
optimierten in vitro Kultur können zukünftig noch präzisere Aussagen getroffen werden. 
Lymphatische Kulturen werden hauptsächlich durch Supplementierung des Mediums mit 
FLT3-L, SCF, IL-3 und IL-7 erreicht.[204] Ein zusätzlicher Zellkontakt zu feeder-Zellen ist au-
ßerdem in Betracht zu ziehen.[202] Hierfür kommen murine aber vor allem humane Stromazel-
len in Frage (HS-5 oder AFT024).[207][208] 
Unabhängig vom Phänotyp konnte anhand der RNA-Sequenzierung hinreichend bewiesen 
werden, dass die KMT2A-Translokation die Zellpathophysiologie maßgeblich und patienten-
ähnlich beeinflusste. Bereits etablierte, KMT2A-translokationsspezifische Signaturgene, wie 
HOXA9 und MEIS1[163]-[165], sowie spezifische Oberflächenmarker, wie CD32 und CD9[107][160], 
konnten neben der Patientensignatur nachgewiesen werden und verifizierten die Verlässlich-
keit des Modells. Außerdem wurde die LSC Signatur in KMT2A-rearrangierten Zellen detek-
tiert.[166] Exemplarisch wurden hier Sequenzierungsdaten der differentiellen Expression des 
t(4;11)-Translokationsmodells verwendet. Für diese Translokation besteht bisher kein in vitro 
Modell, sodass die hier gezeigten Daten einen großen Stellenwert einnehmen. Die Erkennt-
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nisse daraus konnten durch weitere Validierungsexperimente mittels RT-qPCR auch auf das 
t(9;11)-Translokationsmodell übertragen werden.  
Auf Unterschiede zwischen der t(4;11)- und der t(9;11)-Translokation hinsichtlich deren Cha-
rakteristika wurde in dieser Arbeit nicht im Speziellen eingegangen. Da jedoch berichtet ist, 
dass die t(4;11)-Translokation eher in frühkindlichen Leukämien als ALL auftritt und die 
t(9;11)-Translokation hingegen eher in adulten Patienten zu einer AML führt[38], sind Unter-
schiede der genetischen Auslöser in den jeweiligen Ursprungszellen durchaus interessant 
und werden derzeit parallel zu diesem Projekt untersucht. Auch hier sollen beide KMT2A-
Translokationen in adulten HSPCs aus Knochenmark induziert und die Zellen schließlich 
hinsichtlich ihres onkologischen Potentials untersucht werden. Die offene Frage, welche ge-
netische Mutation abhängig von der Ursprungszelle zu einem bestimmten Phänotyp führt, 
kann so zukünftig in abgegrenzten embryonalen und adulten in vitro Modellen mit t(4;11)- 
und t(9;11)-Translokationen untersucht werden. Weiter kann in Xenograftmodellen herausge-
funden werden, ob die KMT2A-Translokation abhängig von der Ursprungszelle als alleinige 
driver-Mutation zum Ausbruch der Krankheit führt oder ob zusätzliche Mutationen nötig sind, 
sodass die Krankheitsformen noch besser abgegrenzt und charakterisiert werden können.  
Insgesamt konnten aus der Charakterisierung des vorliegenden in vitro Modells genügend 
Belege gesammelt werden, die dessen Vergleichbarkeit zu Patientenzellen nachwiesen, so-
dass die Krankheit als verlässlich imitiert angesehen werden konnte. Eine Identifizierung und 
Validierung innovativer Zielstrukturen für neue therapeutische Ansätze wurde so in der un-
begrenzt wachsenden in vitro Kultur möglich. 
 
 
5.3 KMT2A-rearrangierte Zellen zur Validierung von PRMT5 als Zielstruktur 
Die CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierten Zellen beinhalteten die Translokation, 
deren Fusionsproteine unter den jeweiligen endogenen Promotoren des KMT2A- und des 
AFF1- oder des MLLT3-Gens exprimiert werden, sodass direkte nachfolgende Effekte cha-
rakterisiert und Therapieoptionen entworfen werden konnten. Die Möglichkeit einer unbe-
grenzt wachsenden, stabilen in vitro Flüssigkultur stellt einen erheblichen Vorteil im Vergleich 
zu der Verwendung von Patientenzellen, die in vitro ausdifferenzieren, dar. Bisherige Ansät-
ze, die vor allem auf murinen Modellen und viralen Xenografts basieren, bildeten zum einen 
die Grundlage für die Zusammenstellung der gesammelten Erkenntnisse KMT2A-
rearrangierter Leukämien.[93]-[102][104] Ein Meilenstein hierbei ist die Identifizierung von DOT1L 
als mögliche Zielstruktur.[28][30] Trotzdem bleibt eine Translation einer Inhibition dieser vielver-
sprechenden Zielstruktur in die klinische Anwendunghinter den Erwartungen zurück.[49] Dies 
zeigt, dass die dafür verwendeten Modelle die Situation im Patienten möglicherweise nicht 
hinreichend nachstellen können. Mausmodelle unterscheiden sich in den Punkten Genetik 
und Epigenetik erheblich vom Menschen und bisherige virale Modelle exprimieren das On-
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kogen in supraphysiologischen Mengen.[95][99] Unter Verwendung des KMT2A-CRISPR/Cas9-
Translokationsmodells konnte eine Inhibition von DOT1L zwar die Proliferation der Zellen 
verringern, zeigte jedoch, dass keinesfalls eine komplette Unterdrückung des Zellwachstums 
erreicht werden konnte. Das Modell spiegelte folglich die Situation im Patienten gut wider. 
Um auf den bisherigen Erkenntnissen aufbauen zu können, sollte in dieser Arbeit das inno-
vative humane Modell dazu verwendet werden, den bestehenden Therapievorschlag zu op-
timieren. Als innovative Therapiestrategien aus Tierstudien und Überexpressionsmodellen 
werden PAFc und PRMT5 als Zielstrukturen vorgeschlagen.[50][58][59] Die Ergebnisse der 
PRMT5-Überexpression in KMT2A-rearrangierten Zellen konnten durch das KMT2A-
CRISPR/Cas9-Translokationsmodell bestätigt werden. Um sich letztendlich beider Signalwe-
ge der vorgeschlagenen Inhibitoren zu Nutze zu machen, sollten in dieser Arbeit beide Ziel-
strukturen adressiert werden. Bemerkenswerterweise konnte ein synergistischer Effekt nach 
Chou-Talalay nachgewiesen werden.[156] Eine Erklärung für die gesteigerte Hemmung der 
Proliferation und der DNA-Synthese sowie für die gesteigerte Apoptose liefert ein Blick auf 
die Wirkungsweise einer Inhibition von DOT1L und PRMT5. Während eine Inhibition von 
DOT1L einen Einfluss auf die Differenzierung hat, indem KMT2A-translokationsspezifische 
Zielgene weniger stark exprimiert werden, und so letztendlich Apoptose induziert wird[47][48], 
wirkt eine PRMT5-Inihibition über eine reaktivierte Apoptose über p53 und CDKN1a.[50] Hier 
wurde keine Auswirkung auf die Differenzierung infolge einer PRMT5-Inhibition beobachtet. 
Aus Mausmodellen ist hierzu keine eindeutige Aussage zu treffen: Während Serio et al., 
2018 ebenso von keiner Auswirkung auf die Differenzierung berichten, zeigen Kaushik et al., 
2018 anderes.[50][55] Folglich wird erneut deutlich, wie wichtig ein verlässliches humanes Mo-
dell für die Untersuchung von neuartigen Inhibitoren ist. Für weitere klinische Anwendungen 
ist schließlich zu vermerken, dass eine Kombinationsbehandlung aus DOT1L- und PRMT5-
Inhibition einen deutlichen Vorteil in Patienten haben könnte.  
Weiter wird aufgrund des Zusammenhangs zwischen PRMT5 und des PAFc letzteres eben-
falls als mögliche Zielstruktur in KMT2A-rearrangierten Leukämien vorgeschlagen.[50] Auch 
hier werden leicht unterschiedliche Auswirkungen einer Inhibition hinsichtlich der Differenzie-
rung berichtet, da PAFc im Signalweg ein der PRMT5 vorgeschaltetes Protein darstellt. 
PAFc reguliert nachfolgend einige PRMTs, sodass breitere Auswirkungen, die zudem eine 
Beteiligung der Expression von MEIS1 und HOXA9 beinhalten, beobachtet werden.[209] Aller-
dings sind viele der nachfolgenden Proteine des PAFc auch an der humanen Entwicklung 
beteiligt.[210] Eine kontrolliertere Herangehensweise ist es demnach, Zielstrukturen weiter 
downstream zu adressieren, um eine Wirkung und mögliche Nebenwirkungen besser steu-
ern zu können.  
Zellen, die folglich mit beiden Inhibitoren für DOT1L und PRMT5 behandelt wurden, waren 
nicht nur unter Behandlung in ihrem Wachstum beeinträchtigt, sondern zeigten auch darüber 
hinaus ein verringertes Proliferationspotential. Dennoch waren die Zellen weiterhin durch 
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Chemotherapeutika angreifbar und überdies sensibler gegenüber dieser Behandlung, so-
dass sich erhebliche Vorteile in der klinischen Anwendbarkeit ergeben. Cytarabin ist eines 
der häufig verwendeten Chemotherapeutika in Leukämiepatienten, sodass eine Kombination 
sehr wahrscheinlich sein würde.[1][2] Eine flexible Dosierung muss demnach gewährleistet 
sein. Erste Erkenntnisse für einen gesteigerten Effekt einer Kombinationstherapie mit 
Cytarabin wurden in dieser Arbeit gewonnen. Eine Aussage zur Synergie der DOT1L-
Inhibition zusätzlich zur Chemotherapie ist bereits verfügbar.[211]  
Das humane KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodell konnte daher dazu herangezogen 
werden, um PRMT5 in einem humanen in vitro Modell als Zielstruktur zu bestätigen. Für die 
klinische Anwendung kann anhand dessen eine vielversprechende Kombinationstherapie 
zusammen mit einer DOT1L-Inhibition vorgeschlagen werden. 
 
 
5.4 KMT2A-rearrangierte Zellen zur Identifikation von MAT2A als Zielstruktur 
Einen Ansatz für eine innovative therapeutische Strategie lieferte die Anwendung des 
KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodells im ersten Teil dieser Arbeit. Es wurden aus 
anderen Modellen abgeleitete Zielstrukturen im humanen System validiert und hinsichtlich 
ihrer Verwendung in einer Kombinationsstrategie für ein klinisches Modell verbessert. Die 
Möglichkeiten eines verlässlichen in vitro Modells gehen jedoch über die Validierung bekann-
ter Zielstrukturen hinaus. Die Tatsache, die Erkrankung patientengetreu zu imitieren, bietet 
die weitergehende Möglichkeit der Identifizierung innovativer Zielstrukturen. Der zusätzliche 
Vorteil eines in vitro Systems, dessen Zellen über eine lange Zeit unverändert kultiviert wer-
den können, gewährleistet eine schnelle und effiziente Testung innovativer Substanzen.  
Gemäß aktuellem Kenntnisstand ist bekannt, dass KMT2A-rearrangierte Leukämien ein ver-
ändertes Methylierungsmuster aufweisen.[30][45] Dies konnte durch GSEA in CRISPR/Cas9-
generierten KMT2A-rearrangierten Zellen bestätigt werden. Alle Vorgänge hinsichtlich der 
Histon- und DNA-Methylierung wurden demzufolge interessant für eine genauere Betrach-
tung. DNA- und Histon-Methylierungen werden von Methyltransferasen ausgeführt, die die 
Methylgruppe hauptsächlich mithilfe von SAM übertragen.[60][61] SAM ist so als wichtigster 
Methylgeber maßgeblich an der epigenetischen Regulation der Genexpressionen beteiligt. 
Da die Biosynthese von SAM aus ATP und L-Methionin durch MATs bewerkstelligt wird, sind 
diese Enzyme in onkologischen Fragestellungen interessant.[64]-[68] Je nach Zelltyp wird SAM 
durch unterschiedliche Isoformen synthetisiert, hepatisch spielt MAT1A, extrahepatisch spie-
len MAT2A und MAT2B eine Rolle.[62][63] Onkologisch ist eine Überexpression von MAT2A in 
aktivierten T-Zellen, T-Zell-Leukämiezellen sowie in anderen soliden Tumoren bekannt.[69][70] 
Dies konnte ebenso für die CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierte Zellen nachge-
wiesen werden. Interessanterweise ergab eine detaillierte Analyse bestehender Patientenda-
ten, dass MAT2A vor allem bei Leukämien und darunter hauptsächlich in KMT2A-
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rearrangierten Leukämien stark überexprimiert war. Es stellte sich demnach die Frage, ob 
MAT2A eine geeignete Zielstruktur für KMT2A-rearrangierte Leukämien darstellt und inwie-
fern eine erhöhte MAT2A-Expression direkt von der Translokation abhängt.  
Der erst kürzlich veröffentlichte Inhibitor PF-9366 ermöglichte die Validierung der Zielstruktur 
in CRISPR/Cas9-generierten KMT2A-rearrangierten Zellen.[75] Eine Inhibition von MAT2A 
führte zu einer Beeinträchtigung der Proliferation und des Zellzyklus sowie zur Induktion von 
Apoptose. Des Weiteren konnten eine gesteigerte Differenzierung sowie eine geringere Ex-
pression von MEIS1 infolge einer Behandlung mit MAT2A-Inhibitor gezeigt werden. Es ist 
bekannt, dass eine erhöhte MAT2A-Expression in Lymphozyten zu einer ebenfalls erhöhten 
SAM-Konzentration führt. Die Auswirkungen gesteigerter SAM-Level sind sehr stark vom 
Zelltyp abhängig.[63] Während viel SAM in Hepatozyten eher zu einer geringeren Proliferation 
führt, steigert es die Proliferation von Lymphozyten.[63][67] Durch eine hohe SAM-
Konzentration werden nicht nur DNA-Methylierungen bewerkstelligt, sondern SAM ist zusätz-
lich auch an der Polyamin- und Glutathionbiosynthese beteiligt und kann so das Zellwachs-
tum, Apoptose und Differenzierung beeinflussen.[62][212] Deutlich wurde dies zusätzlich durch 
die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Infolge einer MAT2A-Inhibition wurde die Expressi-
on transkriptioneller und proproliferativer Gene inhibiiert und die Expression proapoptotischer 
und Zellzyklusarrest-induzierender Gene hochreguliert. Die beobachteten Effekte lassen sich 
vermutlich auf den geringeren SAM-Level nach MAT2A-Inhibition zurückführen. Für ein Mo-
nitoring der intrazellulären SAM-Level infolge einer MAT2A-Inhibition werden in der Literatur 
Methoden der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (high performance liquid chromato-
graphy, HPLC) gepaart mit einer massenspektrometrischen Detektion angewendet.[75] Diese 
Methodik wird derzeit im Labor für KMT2A-rearrangierte Zellen etabliert.  
Eine MAT2A-Inhibition hatte weitreichende Effekte in KMT2A-rearrangierten Zellen, sodass 
es zu evaluieren gilt, ob die MAT2A-Expression direkt von der KMT2A-Translokation abhängt 
oder die Zellen MAT2A aus einem anderen Grund überexprimieren. Es ist bekannt, dass 
bestimmte Proteine an den MAT2A-Promotor binden können.[213] Ein prominentes Beispiel ist 
c-Myb als Teil der LSC-Signatur, das auch im Zusammenhang mit KMT2A-Leukämien als 
überexprimiert bekannt ist.[69][166] In Zukunft kann eine Chromatin-Immunpräzipitation zeigen, 
ob das MLL-Fusionsprotein in der Lage ist, direkt an den Promotor von MAT2A zu binden 
oder ob eine indirekte Stimulation durch c-Myb auch in diesen Zellen verantwortlich ist. In 
beiden Fällen könnte ein positiver feedforward-Mechanismus, wie in Abbildung 53 gezeigt, 
resultieren. Hinzu kommt, dass Methylthioadenosin (MTA) durch erhöhte SAM-Level wäh-
rend der Polyaminbiosynthese als Nebenprodukt entstehen kann.[214] Dieses Molekül ist in 
der Lage, die H3K4-Methylierung zu blockieren, sodass ein weiterer Faktor vorliegt, der die 
physiologische Zellfunktion des MLL-Proteins verhindert.[215][216] 
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Abbildung 53: Denkbare feedforward-Regulation in KMT2A-rearrangierten Zellen im Hinblick 
auf MAT2A. Lysin-Acetyltransferase 5 (KAT5, MOF), cAMP response element-binding protein 
(CREBP), CREB-binding protein (CREBBP), Prolylisomerase (PPIE, CYP33), WD repeat-containing 
protein 5 (WDR5), retinoblastoma-binding protein 5 (RbBP5), Set1/Ash2 histone methyltransferase 
complex subunit ASH2 (ASH2L), polymerase associated factor complex (PAFc), Methioninadenosyl-
transferase 2A (MAT2A), S-Adenosylmethionin (SAM). Gezeigt ist eine schematische Darstellung 
möglicher Komplexpartner und rekrutierter Proteine (schwarz), veränderter Methylierungsmuster (M), 
veränderter Genexpression (roter Pfeil) und die denkbare Beteiligung MAT2As unter Bereitstellung 
einer Methylgruppe (roter Kreis) mittels SAM (chemische Strukturformel).[28][30][45] 
 
Eine Inhibition von MAT2A erscheint sinnvoll, um diesen Kreislauf zu durchbrechen. Für eine 
zusätzliche Validierung von MAT2A als essentielle Zielstruktur in KMT2A-rearrangierten Zel-
len könnte eine alternative Inhibition durch small interfering (si) RNAs durchgeführt wer-
den.[71] Die Etablierung dieser Methode wird derzeit im Rahmen einer Masterarbeit im Labor 
durchgeführt.[191] 
Für eine klinische Anwendung rückt jedoch die Anwendung des erst kürzlich veröffentlichten 
MAT2A-Inhibitors PF-9366 in den Vordergrund der Bemühungen.[75] Bisher kann MAT2A 
lediglich unspezifisch und mit hoher Konzentration durch Cycloleucin blockiert werden.[217] 
Die unerwünschten Wirkungen dieser Substanz sind bereits lange bekannt und beruhen vor 
allem auf der strukturellen Ähnlichkeit zu Aminosäuren. Der Aminosäuretransport wird beein-
trächtigt, wodurch die Aminosäurezusammensetzung verschiedener Gewebe verändert und 
die Proteinsynthese gestört werden kann.[218]-[223] Es ist zudem bekannt, dass Cycloleucin zur 
Degeneration von Axonen beiträgt[224], den Verlust der Myelinscheiden induziert und somit 
als neurotoxisch einzustufen ist[225], sodass sich eine klinische Translation als schwierig dar-
stellt.  
Die erfolgreiche Etablierung von PF-9366 als antileukämische Substanz in CRISPR/Cas9-
generierten KMT2A-rearrangierten Zellen stellte folglich einen ersten Schritt dar. Vor einer 
möglichen klinischen Anwendung müssen zunächst Limitationen einer MAT2A-Inhibition 
überprüft werden. Quinlan et al., 2017 schränken eine mögliche Verwendung der therapeuti-
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schen Strategie in Hepatokarzinomen dahingehend ein, dass die Zellen infolge einer Be-
handlung die MAT2A-Expression gegenregulieren und damit eine höhere Konzentration des 
Inhibitors als errechnet für eine Proliferationsinhibition benötigt wird.[75] Diese Konzentration 
konnte für KMT2A-rearrangierte Zellen bestätigt werden, wobei jedoch Kontrollzellen noch 
nicht beeinflusst wurden. Durch Langzeitexperimente könnte eine Toleranzinduktion ausge-
schlossen werden. Als nächster Schritt könnten CRSIPR/Cas9-generierte KMT2A-
rearrangierte Zellen in NSG-Mäusen als in vivo Modell etabliert werden, um die Wirksamkeit 
gegenüber einer potenziellen Toleranzinduktion zu untersuchen. Weiter könnte ein Xeno-
graftmodell mit Patientenzellen etabliert werden und mit beiden Modellen so die Applizier-
barkeit in vivo untersucht, die Plasmaspiegel nachverfolgt und Dosis-Wirkungs-Kurven für 
eine klinische Translation erstellt werden. 
Für potenzielle klinische Therapiestrategien, die eine MAT2A-Inhibition beinhalten, lieferten 
die Ergebnisse dieser Arbeit bereits wichtige Erkenntnisse. Zusätzlich zur Monotherapie mit 
PF-9366 konnten KMT2A-rearrangierte Zellen mit einer Kombination aus MAT2A-Inhibition 
und Chemotherapie noch besser in ihrem Wachstum gehemmt werden. Eine Kombination 
mit konventioneller Chemotherapie kann also zukünftig in Betracht gezogen werden. Zudem 
resultierte eine Vorbehandlung der Zellen mit PF-9366 in einer anhaltenden Beeinträchti-
gung, sodass sie infolge besser durch eine Chemotherapie angreifbar waren. Um die Patien-
ten mit KMT2A-translokationspositiven Leukämien für eine Chemotherapie zu sensibilisieren, 
könnte demnach auch eine vorgeschaltete MAT2A-Inhibition in Frage kommen. 
Weiter wurden hier flexible Kombinationsmöglichkeiten zielgerichteter Therapien im KMT2A-
CRISPR/Cas9-Translokationsmodell untersucht, um künftig eine möglichst effektive zielge-
richtete Therapie zu erreichen. Da Methylierungen in KMT2A-rearrangierten Zellen eine gro-
ße Rolle speilen, wurden hier jeweils die SAM-Synthese sowie eine Methyltransferase, 
DOT1L oder PRMT5, inhibiert. In vitro zeigten die verschiedenen Kombinationen einen über-
legenen synergistischen Effekt. Ob infolge einer MAT2A-Inhibition die typischen Stellen der 
Methyltransferasen DOT1L und PRMT5 auch geringer methyliert werden[28][51]-[57][226], oder ob 
hauptsächlich andere Methylierungen der DNA betroffen sind, soll in weiterführenden DNA-
Methylierungsanalysen mittels des Infinium MethylationEPIC Kit von Illumina untersucht 
werden. Die Ergebnisse können dann mit den RNA-Sequenzierungsdaten korreliert werden, 
um den synergistischen Effekt weiter zu erklären. 
Eine möglichst effiziente klinische Anwendung zielgerichteter Therapien in Kombination soll 
schließlich dazu führen, die veränderte Epigenetik KMT2A-rearrangierter Zellen an zwei An-
griffspunkten zu adressieren. Eine Dreifachkombination ist künftig eventuell in Betracht zu 
ziehen.  
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
Das KMT2A-Gen spielt eine wichtige Rolle während der Hämatopoese, Proliferation und Dif-
ferenzierung.[25]-[27] Genetische Veränderungen können hier einen erheblichen Einfluss auf 
die Physiologie einer Zelle nehmen, sodass von einem Protoonkogen gesprochen werden 
kann. Eine KMT2A-Translokation führt nicht nur zu einem Verlust der inhibitorischen Funkti-
on des MLL-Proteins, entstehende Fusionsproteine können zudem neuartige Komplexe bil-
den, die in aberranten Funktionen resultieren können. KMT2A-Translokationen führen somit 
zu einer drastischen pathologischen Veränderung und folglich zu Leukämien mit schlechter 
Prognose.[2][22]-[24] Daher sind innovative Therapien dringend erforderlich.  
Zur Identifizierung und nachfolgenden Inhibition neuer Zielstrukturen KMT2A-rearrangierter 
Leukämien sind Patientenzellen nicht verwendbar, da sie in vitro ausdifferenzieren.[87]-[91] Ein 
in vitro KMT2A-Translokationsmodell wird daher benötigt, um die direkten Effekte der 
KMT2A-Translokation auf nachfolgende Signalwege identifizieren und direkt innovative The-
rapiestrategien in vitro testen zu können.  
In dieser Arbeit konnte ein humanes KMT2A-Translokationsmodell mithilfe des CRISPR/ 
Cas9-Systems etabliert werden, in dem die Translokation patientengetreu unter endogenen 
Promotoren induziert wurde. Es wurden stabile in vitro Modelle der t(9;11)- und der t(4;11) 
Translokation erzeugt, wobei letztere erstmals als stabile in vitro Kultur persistierte. Die so 
generierten Zellen wiesen einen proliferativen Vorteil gegenüber Kontrollzellen auf und hat-
ten eine blastenartige Morphologie. Die Untersuchung der Oberflächenmarker zeigte einen 
myelomonozytären Phänotyp, wobei KMT2A-rearrangierte Zellen gegenüber Kontrollzellen 
als weniger differenziert anzusehen waren. Insgesamt konnten typische Oberflächenmarker 
und die Expression KMT2A-translokationsspezifischer Marker nachgewiesen werden. 
Schließlich waren die CRISPR/Cas9-generierten Zellen hinsichtlich oben genannter Eigen-
schaften mit Patientenzellen vergleichbar. 
Das erhaltene Modell konnte anschließend für die Validierung von PRMT5 als Zielstruktur in 
einem humanen System verwendet werden. Ein neuer zusätzlicher Angriffspunkt für eine 
Optimierung der vielversprechenden zielgerichteten Therapie der DOT1L-Inhibition konnte 
so gefunden werden. In Kombination zeigte eine duale Inhibition von DOT1L und PRMT5 
einen synergistischen Effekt der Proliferationsinhibition, wobei, bedingt durch unterschiedli-
che Signalwege, letztendlich eine gesteigerte Apoptose induziert werden konnte. 
Weiter konnte das KMT2A-CRISPR/Cas9-Translokationsmodell für die Identifikation von 
MAT2A als innovative Zielstruktur KMT2A-rearrangierter Leukämien verwendet werden. Als 
weitere Möglichkeit, KMT2A-rearrangierte Leukämien zielgerichtet zu adressieren, wurde der 
MAT2A-Inhibitor PF-9366 erstmals in einem Leukämiemodell getestet. Verschiedene Kombi-
nationen sowohl oben genannter zielgerichteter Therapien als auch mit konventioneller 
Chemotherapie lieferten mögliche Therapiestrategien. Das innovative KMT2A-
CRISPR/Cas9-Translokationsmodell konnte demnach erfolgreich als Plattform für die Identi-
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fikation und Testung innovativer Therapien etabliert werden, sodass eine Rationale zu mögli-
chen zielgerichteten Therapien KMT2A-rearrangierter Leukämien geliefert wurde. Eine Über-
sicht der erreichten Aspekte ist in Abbildung 54 dargestellt.  
 
 
Abbildung 54: Schematische Zusammenfassung. Gezeigt ist die Etablierung des KMT2A-
CRISPR/Cas9-Translokationsmodells aus gesunden humanen Stamm- und Vorläuferzellen (schwar-
zes Personen-Piktogramm, graue Zellen). Die DSB im KMT2A- (rot) und Translokationspartnergen 
(grün) führen zur Translokation und einer onkologischen Transformation. Nach der Generierung einer 
reinen Zellpopulation folgt die Charakterisierung. Die nachfolgenden Effekte der KMT2A-Translokation 
tragen zur Identifizierung innovativer Zielstrukturen bei. Das unbegrenzt wachsende in vitro Modell 
kann im Folgenden zur Testung innovativer Inhibitoren verwendet werden. Die Erkenntnisse stellen 
eine Basis für verbesserte therapeutische Ansätze und eine klinische Anwendung dar. 
 
In folgenden Experimenten kann das verlässliche KMT2A-CRISPR/Cas9-Modell künftig wei-
terentwickelt werden. Noch immer ist zu bewerten, inwieweit weitere kooperierende Mutatio-
nen benötigt werden, um eine Leukämie zu induzieren. Des Weiteren ist interessant zu se-
hen, ob Zellen mit multiplen Mutationen auch auf eine Inhibition der identifizierten Zielstruktu-
ren ansprechen. Für ein solches Modell gibt es mehrere Ansätze (Abbildung 55). Eine ele-
gante Möglichkeit stellt das sequenzielle Tumormodell dar, wobei zunächst die KMT2A-
Translokation und anschließend eine zweite Mutation mittels des CRISPR/Cas9-Systems 
eingebracht werden. Die häufigsten kooperierenden Mutationen, die in KMT2A-
rearrangierten Leukämien auftreten, sind Punktmutationen des kirsten rat sarcoma virus 
(kRas) -Gens sowie internal tandem duplications (ITD) im fms related tyrosine kinase 3 
(FLT3) -Gen.[84][85] Durch HDR mittels ssODN und geeigneter sgRNAs könnten diese in rear-
rangierten Zellen durch eine erneute Nukleofektion induziert werden (Anhang 13 bis An-
hang 18).  
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Abbildung 55: Schematische Darstellung einer möglichen Erweiterung des CRISPR/Cas-9-
basierten Leukämiemodells. Gezeigt ist die Erweiterung des KMT2A-CRISPR/Cas9-
Translokationsmodells. In gesunden humane Stamm- und Vorläuferzellen (schwarzes Personen-
Piktogramm, graue Zellen) kann die Translokation durch DSB im KMT2A- (rot) und Translokations-
partnergen (grün) induziert werden. Eine zweite Mutation (gelb) kann entweder nach der Generierung 
einer reinen Zellpopulation erfolgen (obere Reihe) oder gleichzeitig zur Translokation eingebracht 
werden (untere Reihe). In beiden Fällen können doppelt- mit einzelmutierten Zellen verglichen wer-
den.  
 
Im Falle technischer Limitationen bezüglich der erneuten Nukleofektion gibt es eine alternati-
ve Herangehensweise. Direkt zu Beginn der Genomeditierung können Zellen für die Translo-
kationen alleine und Zellen mit zusätzlichem CRISPR/Cas9-System für weitere Mutationen 
behandelt werden. Ein anschließender Vergleich beider Ansätze wäre so möglich. Voraus-
setzung hierfür ist eine hohe Editierungseffizienz der Sekundärmutation, da sich Einzelzell-
klone aus HSPCs technisch nur in Ko-Kultur mit feeder-Zellen oder als CFU umsetzen las-
sen.[227] Da ein knock-out mittels NHEJ im Vergleich zu HDR effizienter ist, gibt es die Mög-
lichkeit, den kRas-Signalweg auch durch einen knock-out im Neurofibromin 1 (NF1) -Gen zu 
adressieren.[228][229] Erste technische Ergebnisse sind in Anhang 19 dargestellt.  
Die geplanten Erweiterungen des hier beschriebenen Modells können durch die Abgrenzung 
der t(4;11)- und t(9;11)-Translokation in embryonalen und adulten Zielzellen sowie eine op-
timierte lymphatische Kultur komplettiert werden. Künftig wäre eine Abhängigkeit der Leukä-
mieentstehung einer AML oder ALL vom Translokationspartner, der Ursprungszelle und se-
kundären Mutationen untersuchbar. Um den Einfluss der Mikroumgebung zu evaluieren, 
können diese vielfältigen in vitro Modelle letztendlich als Xenograftmodelle in vivo erweitert 
werden. Primäre Transplantationen können so Aufschluss über die Leukämieinitiierung ge-
ben, sekundäre Transplantationen können die Aussage hinsichtlich LSC komplettieren. Die-
ses erweiterte Modell könnte weiter zur Identifizierung von Zielstrukturen und Testung neuer 
Wirkstoffe beitragen. 
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7 Anhang 
AAGTGACCTTTCTCTCTCCACAGGAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTAGTGGGCATGTAGAGGTAAGGC
ATCCTGCTTCTTTGTACCCCAGGAAGTACATAAATTATTTTTCTGTGGATGAAATTACTATAGTCTGTTTTGTTG
GTATTTAGCAGGTACTATTCCCTGTTTAAACCAGCTAAAGAAATGTTTTGAAGTATTTTAGAGATTTTAGGAAG
GAATCTGCTATTAGAGTAGCAAAGTTATTGAGAGTGAAAAGATCAATAATCCCATCTCTCTTAAATTCAGTCTT
TATTAGAGTTCTGATCTTTCTGTTAGATGTCTAAATAAGAGAAAAAATTATACAGTGGTCTATTAAAAGGGATG
CTATTGATGGTTATTTTATATTGTATATCAAAGCCTCTTCATCTATAAGGAGCTCTTACCAATTAATAAGAAAAA
GGAATGACATCCAGAAAAAAAAATAGGCAAAAGACAGAAATAGATAATTCACAAAATTAGAAATAAATACATGT
TGGGTGGCAGGGGGAGGTGAAGGGAGGGTGTCTGTTTTTTAGCCCTCTAGTGACCAAAAACTGGAAATTAAA
GCATGATAAAAAAAGAATCCTGAATAAATGGGGACTTTCTGT 
Anhang 1: Sequenzausschnitt des KMT2A-Gens zur Genomeditierung. Exon (rot), Intron 
(schwarz), Primer (unterstrichen), sgRNA-Zielsequenzen (grün). Gezeigt sind der zu editierende Gen-
abschnitt des KMT2A-Gens und die Lage der sgRNA-Zielsequenzen.  
 
 
GACCTAGCAGTGAAAGTCCATGATAAAGAGACCCCTCAAGACAGTTTGGTGGCCCCTGCCCAGCCGCCTTCT
CAGACATTTCCACCTCCCTCCCTCCCCTCAAAAAGTGTTGCAATGCAGCAGAAGCCCACGGCTTATGTCCGG
CCCATGGATGGTCAAGATCAGGCCCCTAGTGAATCCCCTGAACTGAAACCACTGCCGGAGGACTATCGACA
GCAGACCTTTGAAAAAACAGACTTGAAAGTGCCTGCCAAAGCCAAGCTCACCAAACTGAAGATGCCTTCTCA
GTCAGTTGAGGTGTGTGGAATTTCTTATCTTGGGGAATTCCAATTCGAAGACGGATTTGAGATGAAAATGTCC
GGAGGATGTGGGGCAAGGTGGGGAGGTTAGTCCATGGCTTTTGGGTAGGGGGAATTCTTTTTGGCTTTAGG
ATCTTGTTAATAACCCGCGAAAAACTCAGATCTGAGATGGACGACTGATTATAGATATTGAAATGCAGTTTGC
AGAAAGGTTTAGAGAACCTTTTTATGGAGCCAAAATTTATATACAGTAAAACATAGAGATCATAAGAGTACAGT
TTGTGTTTCAAAAAATAGATACACCTATAGGATCCAAAACCCAATCAAGAGAGAGAAGATTTCGGTTACCAG 
Anhang 2: Sequenzausschnitt des AFF1-Gens zur Genomeditierung. Exon (rot), Intron (schwarz), 
Primer (unterstrichen), sgRNA-Zielsequenzen (grün). Gezeigt sind der zu editierende Genabschnitt 
des AFF1-Gens und die Lage der sgRNA-Zielsequenzen.  
 
 
GCCTTGACTTCTCTCTAGCTATGAAAGCTCTAGATGGCATCTTGTTCCAGTAGAAGGCTGTTTCGTCTACATA
GAAAATTTGTGTAGTGTAGCCACCTTCATCAATGTTGTTAGCTAGATCTTCTGGATAACTTCCTGCAGCTTCTG
TATCAGCTCTTGCTGCTTCAACTTGCACTTTTATGTTACAGAGATGGCTTATTTCCCTAAACCTTATGAACCAA
CCTCTGCTAGCATCAAACTTTTTGTCTGCAGCTTCCTCATCTCTCGATTTTATAAAATTAAAGAGAATTAGGGC
TTTGCTCTTGATTAGGCTTTGGTTTAAGGAAGTGTTGTGGCTGGTGTGATCTTATATCCAGACCACTACAACTT
TCTCCATATCAGCAATAAGGCTGTTTTGCTTCCTTATCATTCATGAGTTCACTGGAGTAGCACTTTTAATTCCA
TTCAAGAACTTTTCCTTTGCATTCACAACTTGGCTAAATATTTGGTGCAAGAGGCCTAGCATTTGGCCTGTCA
CCTCTTGACATGCCTTTCTCACTAAGCCTAATCATTTATAGCTTTGATTTAAAGTGAGAGATGTGTCTTGGTGC
AGTGGCTCACACTTGTAATCCCAGCAGTTT 
Anhang 3: Sequenzausschnitt des MLLT3-Gens zur Genomeditierung. Exon (rot), Intron 
(schwarz), Primer (unterstrichen), sgRNA-Zielsequenzen (grün). Gezeigt sind der zu editierende Gen-
abschnitt des MLLT3-Gens und die Lage der sgRNA-Zielsequenzen. 
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ATTCCCTGTTTAAACCAGCTAAAGAAATGTTTTGAAGTATTTTAGAGATTTTAGGAAGGAATCTGCTATTAGAG
TAGCAAAGTTATTGAGAGTGAAAAGATCAATAATCCCATCTCTCTTAAATTCAGTCTTTATTAGAGTTCTGATCT
TTCTGTTAGATGTCTAAATAAGAGAAAAAATTATACAGTGGTCTATTAAAAGGGATGCTATTGATGGTTATTTTA
TATTGTATATCAAAGCCTCTT*CATCTATAAGGAGCT 
GAG*GACTATCGACAGCAGACCTTTGAAAAAACAGACTTGAAAGTGCCTGCCAAAGCCAAGCTCACCAAACT
GAAGATGCCTTCTCAGTCAGTTGAGGTGTGTGGAATTTCTTATCTTGGGGAATTCCAATTCGAAGACGGATTT
GAGATGAAAATGTC 
und 
GCAGTGAAAGTCCATGATAAAGAGACCCCTCAAGACAGTTTGGTGGCCCCTGCCCAGCCGCCTTCTCAGAC
ATTTCCACCTCCCTCCCTCCCCTCAAAAAGTGTTGCAATGCAGCAGAAGCCCACGGCTTATGTCCGGCCCAT
GGATGGTCAAGATCAGGCCCCTAGTGAATCCCCTGAACTGAAACCACTGCCGGAG*GACTATCGACAGCAG 
CTT*CATCTATAAGGAGCTCTTACCAATTAATAAGAAAAAGGAATGACATCCAGAAAAAAAAATAGGCAAAAGA
CAGAAATAGATAATTCACAAAATTAGAAATAAATACATGTTGGGTGGCAGGGGGAGGTGAAGGGAGGGTGTC
TGTTTTTTAGCCCTCTAGTGACCAAAAACTGGAAATTAAAGCATGATAAAAAAAGAATCCTGAATAAATGGGGA
CTTTCT 
 
Anhang 4: Vorüberlegungen der reziprokten t(4;11)-Translokationssequenzen. KMT2A-Gen 
(kursiv), AFF1-Gen (nicht-kursiv), Exon (rot), Intron (schwarz), Primer (unterstrichen), sgRNA-
Zielsequenzen (grün). Gezeigt sind die geplanten reziproken Translokationen und die Lage der 
sgRNA-Zielsequenzen. * markiert die Schnittstelle. 
 
 
TTCCCTGTTTAAACCAGCTAAAGAAATGTTTTGAAGTATTTTAGAGATTTTAGGAAGGAATCTGCTATTAGAGT
AGCAAAGTTATTGAGAGTGAAAAGATCAATAATCCCATCTCTCTTAAATTCAGTCTTTATTAGAGTTCTGATCTT
TCTGTTAGATGTCTAAATAAGAGAAAAAATTATACAGTGGTCTATTAAAAGGGATGCTATTGATGGTTATTTTAT
ATTGTATATCAAAGCCTCTT*CATCTATAAGGAGCT 
CTA*CAACTTTCTCCATATCAGCAATAAGGCTGTTTTGCTTCCTTATCATTCATGAGTTCACTGGAGTAGCACT
TTTAATTCCATTCAAGAACTTTTCCTTTGCATTCACAACTTGGCTAAATATTTGGTGCAAGA 
und 
CAACCTCTGCTAGCATCAAACTTTTTGTCTGCAGCTTCCTCATCTCTCAGATTTTATAAAATTAAAGAGAATTA
GGGCTTTGCTCTTGATTAGGCTTTGGTTTAAGGAAGTGTTGTGGCTGGTGTGATCTTATATCCAGACCACTA*
CAACTTTCTCCATAT 
CTT*CATCTATAAGGAGCTCTTACCAATTAATAAGAAAAAGGAATGACATCCAGAAAAAAAAATAGGCAAAAGA
CAGAAATAGATAATTCACAAAATTAGAAATAAATACATGTTGGGTGGCAGGGGGAGGTGAAGGGAGGGTGTC
TGTTTTTTAGCCCTCTAGTGACCAAAAACTGGAAATTAAAGCATGATAAAAAAAGAATCCTGAATAAATGGGGA
CTTTCTGTTGGTG 
 
Anhang 5: Vorüberlegungen der reziprokten t(9;11)-Translokationssequenzen. KMT2A-Gen 
(kursiv), MLLT3-Gen (nicht-kursiv), Exon (rot), Intron (schwarz), Primer (unterstrichen), sgRNA-
Zielsequenzen (grün). Gezeigt sind die geplanten reziproken Translokationen und die Lage der 
sgRNA-Zielsequenzen. * markiert die Schnittstelle. 
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Anhang 6: Vollständige Version aller Agarose-Gel-Bilder. Vollständige Version der Agarose-Gel-
Bilder aus Abbildung 25 (A), aus Abbildung 26 (B) und (C) mit Molekulargewichtsmarker (M). Daten 
publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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Anhang 7: Expressionsanalysen KMT2A-rearrangierter Zellen und Relation zu Patientendaten. 
t(4;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF4, n=2) und Kontrollzellen derselben Spender (ctrl, n=2), die nur 
mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden nach identischer Zeit in Kultur mittels RNA-
Sequenzierung analysiert. Die Rohdaten wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Epigenetik des 
Instituts für Medizinische Genetik und Angewandte Genomik des Universitätsklinikums Tübingen aus-
gewertet. (A) Die Gesamtheit aller differentiell exprimierten Gene (DEGs, schwarz) mit hochregulierten 
(rot) und herunterregulierten Genen (blau) ist gezeigt. (B) Die Korrelation der analysierten Proben 
zeigt eine größere Übereinstimmung der t(4;11)-rearrangierten Proben (MLL-AF4 1, 2) untereinander 
als zu den jeweiligen Kontrollzellen (ctrl 1, 2). Die Werte zeigen den Spearman’s rank correlation coef-
ficient. (C) Dargestellt sind die log2-Werte der x-fachen Änderung signifikanter DEGs nach dem Ver-
gleich mit KMT2A-rearrangierten Patientendaten aus Stam et al., 2010.[153] Es wurden die 50 Gene 
beachtet, die nach Rangliste der adjustierten p-Werte jeweils am meisten hoch- und herunterreguliert 
waren. Wiederkehrende Gene in t(4;11)-rearrangierte Zellen sowie Patientenzellen sind als Punkte 
dargestellt. Eine lineare Regression (durchgezogene Linie) und das Konfindenzintervall des Standard-
fehlers (Schattierung) sind gezeigt. Die gestrichelte Linie stellt eine ideale Korrelation dar. Daten pu-
bliziert in Secker et al., 2019.[157] 
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Anhang 8: Meist differentiell exprimierte Gene t(4;11)-rearrangierter Zellen im Vergleich zu Kon-
trollzellen. Die 50 Gene, die nach adjustiertem p-Wert und aufsteigender Reihenfolge am meisten 
differentiell hoch- und herunterreguliert waren, sind gezeigt. Die Rohdaten wurden in Kooperation mit 
der Arbeitsgruppe Epigenetik des Instituts für Medizinische Genetik und Angewandte Genomik des 
Universitätsklinikums Tübingen ausgewertet. Gene, die mit Patientendaten aus Stam et al., 2010  
übereinstimmen, sind fett dargestellt.[153] Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
Genname (hochreguliert) logFC adjustierter P-Wert 
GRIP1 8.367127573 4.08952E-78 
LAMP5 5.487877532 7.84388E-63 
B3GNT7 6.08254051 1.49414E-62 
WHAMMP2 5.906849364 9.80102E-46 
IRF4 7.181290805 4.20076E-44 
AHRR 6.114318524 6.41335E-43 
HTR7 6.533705598 8.10456E-40 
MEIS1 6.0344769 3.19181E-38 
GATM 5.711268313 3.70941E-38 
RUNX2 4.95809905 5.85358E-37 
TIFAB 6.375813363 6.29502E-35 
BAHCC1 4.259332038 6.23815E-35 
ZNF532 5.010051192 2.06235E-33 
SMPD3 5.085553988 3.31588E-33 
CACNB4 4.476108921 9.77149E-33 
C12orf75 6.389357857 1.55522E-32 
NDFIP2 5.272932903 5.81889E-32 
FCER2 4.351359121 1.05044E-31 
GOLGA8M 4.483995903 3.26342E-31 
CD70 4.250331273 1.09689E-30 
KCNK10 10.17342115 1.1439E-30 
CADM1 6.503427558 8.66079E-30 
DTNA 6.801403059 1.15345E-29 
PKIB 5.479754814 1.44461E-29 
TGM5 8.09425444 3.08285E-29 
CSPG4 6.974873682 1.73645E-28 
APBA1 6.835010036 1.76338E-28 
DUSP4 3.926800293 2.58149E-28 
ALDH1L2 6.32334876 1.18395E-27 
FLT3 6.062145538 1.59634E-27 
ITGA4 3.36436281 1.11236E-26 
SATB1 3.294197845 2.6975E-26 
OPN3 4.533904831 6.44594E-26 
PDLIM1 4.889649661 2.7922E-25 
NCS1 4.116493449 1.29583E-24 
DPYSL3 5.390787571 1.3361E-23 
PHLPP1 3.540523163 2.74801E-23 
LRP5 3.431998736 3.78515E-23 
GOLGA8O 3.381946511 4.9444E-23 
ARTN 5.116235994 6.06411E-23 
GOLGA8Q 3.371601606 1.50293E-22 
PLEKHG5 10.89379256 1.82851E-22 
AGRN 3.508708916 3.24307E-22 
PPP1R16B 4.787069814 4.43093E-22 
BCL2 3.71289582 6.11717E-22 
IGFBP4 3.934912093 6.24798E-22 
SFMBT2 3.637430125 6.87271E-22 
SLC1A4 3.120058323 2.61425E-21 
CACNA2D4 3.262834475 3.10164E-21 
LINC00599 3.632447837 4.48328E-21 
 
 
 
 
 
 
  Anhang 
135 
Genname (herunterreguliert) logFC adjustierter P-Wert 
Gene name (down) logFC adj. P-value 
CEACAM1 -9.788826273 1.0588E-105 
APOE -7.33861467 3.11083E-81 
ELANE -6.122691909 1.01456E-78 
CTSL -6.599851811 1.19465E-76 
CD24 -7.80774713 4.51758E-76 
ORM1 -7.101998097 1.26218E-67 
ADGRG3 -7.215656751 2.94961E-66 
SLCO2B1 -5.32887742 4.19219E-65 
CD163 -5.823399629 8.51528E-65 
BCL2A1 -6.132986558 2.42373E-64 
HP -5.267995063 1.35394E-62 
S100A12 -5.167401702 2.54578E-58 
FCGR3A -4.830236267 3.01629E-58 
COLEC12 -5.986029775 5.45546E-56 
PRTN3 -4.849540604 8.85312E-56 
MCEMP1 -4.745416857 1.12694E-54 
LTA4H -4.717727205 8.6896E-53 
CHST15 -6.084478923 9.6161E-53 
LILRA5 -5.26764348 6.3944E-52 
EPX -6.629854743 1.44552E-51 
NPL -4.454542627 1.89205E-50 
MARCO -5.723942985 2.62495E-49 
TGM2 -4.909929101 2.66307E-48 
CD69 -6.910586093 2.36416E-47 
CYBB -4.667253266 3.7195E-47 
DNASE2 -4.662978325 1.08208E-46 
S100A8 -4.537681103 1.87667E-44 
LGMN -5.206985932 1.15197E-43 
LTF -12.43764439 1.222E-43 
CTSD -4.793952311 5.97003E-43 
CYP3A5 -5.324767509 6.91143E-43 
PADI4 -7.091619092 2.91709E-42 
CEACAM3 -7.280749296 5.87324E-42 
SGK1 -4.190417102 7.45181E-42 
ADGRE3 -6.371088046 9.89374E-42 
MPO -6.602839812 2.52711E-41 
CYP1B1 -4.475410734 2.49343E-41 
CYP27A1 -4.224555663 6.29944E-41 
CXCL2 -6.329989003 7.72259E-41 
C1QC -4.021150798 7.80506E-41 
RAB42 -6.122232308 3.08715E-40 
NRP2 -5.906440205 8.33063E-40 
DYSF -4.9428274 9.52457E-40 
NEAT1 -3.89328255 1.3996E-39 
DAPK1 -4.334567145 1.67825E-39 
ACE -4.807615649 4.79431E-39 
RGL4 -4.815696256 1.47643E-38 
CXCL8 -4.646123135 4.06731E-38 
IL18RAP -7.24515009 5.28515E-38 
CXCL3 -6.461564554 6.5761E-38 
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Anhang 9: Validierung der Kombinationsbehandlung durch DOT1L- und PRMT5- Inhibition mit-
tels alternativer Inhibitoren. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4), t(9;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF9) 
und Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden mit steigenden Konzent-
rationen der alternativen Einzelsubstanzen (EPZ5676, aDOT1Li hellgrau; EPZ015938, aPRMT5i dun-
kelgrau) und der Kombination in konstantem Verhältnis (a-Komb., 1+1) für 6 Tage behandelt. (A) Eine 
dosisabhängige Sensitivität der relativen Zellzahl nach Einzelbehandlung mittels Zellzahlbestimmung 
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an Tag 6 durch counting beads und Durchflusszytometrie ist gezeigt. Dargestellt sind drei biologische 
Replikate (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. Die Zellzahl wurde jeweils auf DMSO-
behandelte Zellen normalisiert. Die IC50-Werte wurden aus einem vierparametrischen logarithmischen 
Modell interpoliert. (B) Die Balken zeigen das arithmetische Mittel zusammengefasster Daten aus drei 
biologischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten zur Verdeutlichung der Signifi-
kanz für die Einzelbehandlungen von 1 µM aDOT1Li und 1 µM aPRMT5i oder deren Kombination (a-
Komb.) nach 6 Tagen Behandlung. (C) Die Zielgenexpression von HOXA9 nach Behandlung wurde 
mittels RT-qPCR gemessen. Die Balken zeigen das arithmetische Mittel aus drei biologischen Repli-
katen (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. Die Ergebnisse wurden auf 18S-rRNA normali-
siert und DMSO-behandelte Zellen wurden als Kalibrator verwendet. (D) Für die Bestimmung der 
Apoptose wurde die Externalisierung von Phosphatidylserin mittels Annexin V-Färbung durchflusszy-
tometrisch bestimmt. Balken zeigen das arithmetische Mittel zusammengefasster Daten aus drei bio-
logischen Replikaten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten. Repräsentative durchflusszytomet-
rische Analysen sind zusätzlich gezeigt. Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde 
verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
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Anhang 10: Eine Kombinationsbehandlung mit DOT1L- und PRMT5-Inhibition resultiert in einer 
bleibenden Proliferationsinhibition. t(4;11)-rearrangierte (MLL-AF4) und t(9;11)-rearrangierte Zellen 
(MLL-AF9) wurden mit 1 µM des DOT1L-Inhibitors (EPZ004777, DOT1Li), 1 µM des PRMT5-Inhibitors 
(EPZ015666, PRMT5i), der Kombination beider Wirkstoffe (Komb.) oder DMSO für 6 Tage behandelt. 
Anschließend wurden die Behandlungen ausgewaschen, die Zellen ausgesät und über weitere 4 Tage 
analysiert (Tag 6+2, Tag 6+4). Für die Proliferationsbestimmung wurde die Zellzahl alle zwei Tage 
mittels Trypanblau-Färbung und der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Zusammengefasste Daten der 
Wachstumskurven (A) und die relative Zellzahl an Tag 6+4 (B) aus drei biologischen Replikaten (n=3) 
durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. Td bedeutet errechnete Verdopplungszeit. (C) 
Zusammengefasste Daten der Zellzyklusanalyse an Tag 6 und Tag 6+4 aus drei biologischen Replika-
ten (n=3) durchgeführt in technischen Triplikaten sind gezeigt. Balken zeigen das arithmetische Mittel, 
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Fehlerbalken geben die SD an. Ein ungepaarter t-Test wurde verwendet. * bedeutet p<0,05. Daten 
publiziert in Secker et al., 2019.[157] 
 
 
 
Anhang 11: Abgleich der differentiellen Expression spezifischer Gene KMT2A-rearrangierter 
Zellen in Bezug auf Methylierung. t(4;11)-rearrangierte Zellen (MLL-AF4, n=2) und Kontrollzellen 
derselben Spender (ctrl, n=2), die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, wurden nach identischer 
Zeit in Kultur mittels RNA-Sequenzierung analysiert. Die Rohdaten wurden in Kooperation mit der 
Arbeitsgruppe Epigenetik des Instituts für Medizinische Genetik und Angewandte Genomik des Uni-
versitätsklinikums Tübingen ausgewertet. (A) Eine GSEA verglichen mit der GO-Methylation-Signatur 
ist gezeigt. Gene mit Bezug zu Methylierung wurden eher in t(4;11)-rearrangierten Zellen (MLL-AF4, 
rot) im Vergleich zu Kontrollzellen (ctrl, blau) gefunden. Es sind die Werte der normalized enrichement 
scores (NES), der p-Werte (p) für statistische Signifikanz und q-Werte für die false discovery rate 
(FDR) gezeigt. (B) Die heatmap der vorangegangenen GSEA ist gezeigt. Die Farben indizieren die 
Expressionshöhe von hoch (rot), zu weniger hoch, (hellrot), zu niedrig (hellblau) bis hin zu sehr niedrig 
(blau). Sowohl PRMT5 als auch MAT2A und MAT2B sind in t(4;11)-rearrangierten Zellen überexpri-
miert. Unveröffentlichte Daten. 
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Anhang 12: Meist differentiell exprimierte Gene t(4;11)-rearrangierter Zellen nach Behandlung 
mit 15 µM PF-9366 im Vergleich zur DMSO-Behandlung. Die 74 Gene, die nach adjustiertem p-
Wert und aufsteigender Reihenfolge am meisten differentiell hoch- und herunterreguliert waren, sind 
gezeigt. Die Rohdaten wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Epigenetik des Instituts für Medi- 
zinische Genetik und Angewandte Genomik des Universitätsklinikums Tübingen ausgewertet. 
Genname  logFC adjustierter P-Wert 
VCAN -1,75424241 2,3502E-17 
MALAT1 1,23960918 5,5077E-15 
ABCG1 4,53786533 6,8832E-12 
NEAT1 1,54858668 3,6131E-11 
CDKN1A 1,63818129 2,5831E-10 
TARBP1 1,59297755 2,7678E-09 
IFI6 1,54993958 8,3779E-08 
PLAC8 -1,31980931 8,3779E-08 
MT2A -2,17730764 1,1129E-07 
SOX4 -1,15971622 1,1281E-06 
CXCR4 -0,94062791 2,1118E-06 
ACPP -1,89200163 3,9511E-06 
PLIN2 1,19252527 7,5285E-06 
CTSC -1,03995125 9,7484E-06 
MT-TL1 0,96366607 4,3491E-05 
MAT2A 1,04809981 6,6571E-05 
MT1H -3,58994646 9,1747E-05 
TYMP 0,91988146 0,00017035 
MT-ND6 0,93029829 0,00017035 
GABPB1-AS1 1,16341383 0,00023592 
ACAT2 -1,02169596 0,00039853 
ANP32E -0,92615736 0,00105122 
OAZ1 -0,67269662 0,00105122 
ABCA1 3,0159732 0,00163224 
IRF8 -0,91266434 0,00181206 
HMGB2 -0,73968999 0,00215973 
C19orf38 -2,13047762 0,00335439 
TMEM97 -1,25392963 0,00394383 
FGD2 -2,05658855 0,00578347 
MAN2A2 1,07818151 0,00618254 
LINC00685 2,01729224 0,00813506 
CD14 0,70081371 0,00881832 
NGFR -3,0884782 0,0089542 
MYLIP 0,87693769 0,00903504 
VIM -0,70787279 0,01359915 
RB1 -1,27508179 0,01359915 
PLTP 1,04604357 0,01359915 
LAPTM5 0,67118504 0,01690308 
MT1X -1,56656477 0,019355 
SRRM2 0,58245028 0,01935625 
FASN 0,66011712 0,01935625 
BCAT1 -0,86734093 0,0226492 
SAPCD2 -0,82305676 0,02379786 
FTH1 0,61891478 0,02473858 
ACTA2 1,74733019 0,02473858 
ETV1 -3,27142883 0,02533037 
PSAT1 -0,95821737 0,02533037 
JUN 0,94619992 0,02547328 
MT1G -2,49105465 0,03788124 
IRS2 0,70454355 0,03864554 
HTRA3 1,13739561 0,04771929 
TGFBI -0,76339965 0,05345073 
CTSB 0,60951319 0,05450355 
GOLGA8A 1,13291029 0,05450355 
GGT5 -2,08399121 0,05450355 
SLC20A1 0,71301397 0,05616531 
STMN1 -0,55588437 0,06043213 
TMEM158 2,21094617 0,06052583 
CLEC5A 1,85066641 0,06739138 
MDK -3,43802962 0,06739138 
MDM2 0,59029142 0,06739138 
WSB1 0,6121163 0,06739138 
LAMP5 -0,61469936 0,06739138 
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CPNE7 1,65893052 0,07569192 
RNU4ATAC -1,5679689 0,07666438 
RPS27L 0,51840689 0,08337264 
TFRC 0,65673972 0,0943774 
CDK1 -0,72323939 0,0943774 
FURIN 0,69614509 0,0943774 
KCTD5 -0,82984697 0,0943774 
FDPS -0,59437789 0,09754882 
DPYSL3 -1,21154341 0,09754882 
WASF1 0,8929807 0,09786513 
ALDOC -1,11734961 0,09805786 
 
 
 
 
 
TCGATGGAGGAGTTTGTAAATGAAGTACAGTTCATTACGATACACGTCTGCAGTCAACTGGAATTTTCATGAT
TGAATTTTGTAAGGTATTTTGAAATAATTTTTCATATAAAGGTGAGTTTGTATTAAAAGGTACTGGTGGAGTATT
TGATAGTGTATTAACCTTATGTGTGACATGTTCTAATATAGTCACATTTTCATTATTTTTATTTAAGGCCTGCTG
AAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTA
ATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCTTGTTTTAATATGCATATTACTGGT
GCAGGACCATTCTTTGATACAGATAAAGGTTTCTCTGACCATTTTCATGAGTACTTATTACAAGATAATTATGC
TGAAAGTTAAGTTATCTGAAATGTACCTTGGGTTTCAAGTTATATGTAACCATTAATATGGGAACTTTACTTTCC
TTGGGAGTATGTCAGGGTCCATGATGTTCACTCTCTGTGCATTTTGATTGGAAGTGTATTTCAGAGTTTCGTG
AGAGGGTAGAAATTTGTATCCTATCTGGACCTAAAAGACAATCTTTTTATTGTAACTTTTATTTTTATGGGTTTC
TTGGTATTGTGACATCATATGTAAAGGTTAGATTTAATTGTACTAGTGAAATATAATTGTTTGATGGTTGATTTT
TTTAAACTTCATCAGCAGTATTTTCCTATCTTCTTCTCAACATTAGAGAACCTACAACTACCGGAT 
Anhang 13: Sequenzausschnitt des kRas-Gens zur Genomeditierung. Exon (rot), Intron 
(schwarz), Primer (unterstrichen), sgRNA-Zielsequenzen (grün). Gezeigt sind der zu editierende Gen-
abschnitt des kRas-Gens und die Lage der sgRNA-Zielsequenzen. Die zu editierende Base für eine 
dauerhafte Aktivierung ist fett und unterstrichen dargestellt. 
 
 
ATGTAGAGTGGTTGTTAGGACTGAAAATGATTATTACTGAAACAGGATGTGAGAGATTATAATGAGTTGTCCA
CTATTTATAATGTCACACAGGAATTCTGTTTCATCGCTGAGTGACACTCTTTTGTTGCAGGCCCCTTCCCTTTC
ATCCAAGACAACATCTCATTCTATGCAACAATTGGTGTTTGTCTCCTCTTCATTGTCGTTTTAACCCTGCTAAT
TTGTCACAAGTACAAAAAGGTAAAAGCAAAGGTAAAAATTCATTATTCTTTCCTCTATCTGCAGAACTGCCTAT
TCCTAACTGACTCATCATTTCATCTCTGAAGCAATTTAGGTATGAAAGCCAGCTACAGATGGTACAGGTGACC
GGCTCCTCAGATAATGAGTACTTCTACGTTGATTTCAGAGAATATGAATATGATCTCAAATGGGAGTTTCCAA
GAGAAAATTTAGAGTTTGGTAAGAATGGAATGTGCCAAATGTTTCTGCAGCATTTCTTTTCCATTGGAAAATCT
TTAAAATGCACGTACTCACCATTTGTCTTTGCAGGGAAGGTACTAGGATCAGGTGCTTTTGGAAAAGTGATGA
ACGCAACAGCTTATGGAATTAGCAAAACAGGAGTCTCAATCCAGGTTGCCGTCAAAATGCTGAAAGGTACAG
TATAGTGGAAGGACAGCAACAAAGATGCACAAAAATGGGAGGCACAGTTTCCCACCCATGCCTTCTTCTCTTT
TCCATCCTTTTAATGGTTACTGTTTGCCATGTTTCA 
Anhang 14: Sequenzausschnitt des FLT3-Gens zur Genomeditierung. Exon (rot), Intron 
(schwarz), Primer (unterstrichen), sgRNA-Zielsequenzen (grün). Gezeigt sind der zu editierende Gen-
abschnitt des FLT3-Gens und die Lage der sgRNA-Zielsequenzen. Die Sequenz, die bei einer internal 
tandem duplication (ITD) wiederholt wird, ist kursiv und unterstrichen dargestellt. 
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ATAAGGGAAACGGTTGTATGCATTTTATTGCAGACATTCTCTGAAATAATTTTTAGCCACAAGCAAATAGCTCT
GTTTCTGTGAGTCATCATTTCTTCTTATATAGTGCTGGATAAAGAATTCTATTTTGTAGATAGAGATTTATGACT
TCCAGAAAGAAAGCTGCAAAAATGGAAGTTTCCAAAGAATTTAAGATTTGCTATAATAAATGCTATCATATATT
GGTGTTTGAGATGCAAATGTACATATCTGTGTATCATATATTGGAGGTTGATTGAAAATCGGAGTTTGAGATG
CAAGTATAGGTATCTGTGGTTGATGCAGTTTTCCTAAAACGTCATGATTTTCAATGGCAAGTAAGTTATTTATG
GTCGTTTTTAAGGATAAGCTGTTAACGTGTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTCAGCTTCCAATAAAAACAGGACAGCA
GAACACACATACCAAAGTCAGTACTGAGCACAACAAGGAATGTCTAATCAATATTTCCAAATACAAGTTTTCTT
TGGTTATAAGCGGCCTCACTACTATTTTAAAGAATGTTAACAATATGGTGAGTATTTGGGTTACTGTGTTTTGG
GGAATTTGCTTTCTTTTCTTTTTGATTAAAAAGTTTAGAACAGCATATTTTGAAGTATGGAAAGTGATTTTCTGT
GGACTTTGGATATAACCATTAATCTTATTTTGTTTACGAGCACAGATAACCTTTTA 
Anhang 15: Sequenzausschnitt des NF1-Gens zur Genomeditierung. Exon (rot), Intron (schwarz), 
Primer (unterstrichen), sgRNA-Zielsequenzen (grün). Gezeigt sind der zu editierende Genabschnitt 
des NF1-Gens und die Lage der sgRNA-Zielsequenzen. Um einen frame shift zu gewährleisten, wird 
der knock-out durch zwei sgRNAs durchgeführt. 
 
 
Anhang 16: Primersequenzen für die sgRNA-Produktion 
vorwärts (forward, fwd), rückwärts (reverse, rev) 
Name Sequenz (5’3’) 
kRas sgRNA1 fwd taatacgactcactataGGAGTTGGAGCTGGTGGCGTgttttagagctagaaATAGC 
kRas sgRNA2 fwd taatacgactcactataGGATATAAACTTGTGGTAGTgttttagagctagaaATAGC 
kRas sgRNA3 fwd taatacgactcactataGGAATATGATCCAACAATAGgttttagagctagaaATAGC 
FLT3 sgRNA1 fwd taatacgactcactataGGATGTTGTCTTGGATGAAAgttttagagctagaaATAGC 
FLT3 sgRNA2 fwd taatacgactcactataGGACTCATTATCTGAGGAGCgttttagagctagaaATAGC 
FLT3 sgRNA3 fwd taatacgactcactataGGTTATGGAATTAGCAAAACgttttagagctagaaATAGC 
NF1 sgRNA1 fwd taatacgactcactataGGTGTGCTCAGTACTGACTTgttttagagctagaaatagc 
NF1 sgRNA2 fwd taatacgactcactataGGATTCTTTAAAATAGTAGTGgttttagagctagaaatagc 
universal rev AGCACCGACTCGGTGCCACT 
 
 
Anhang 17: Analyseprimer für kRas, FLT3 und NF1 
vorwärts (forward, fwd), rückwärts (reverse, rev) 
Name Sequenz (5’3’) Temperatur 
kRas fwd GTCGATGGAGGAGTTTGTAAATGAAG 
64 °C 
kRas rev ATCCGGTAGTTGTAGGTTCTCTAATG 
FLT3 fwd ATGTAGAGTGGTTGTTAGGACTGAAA 
58 °C 
FLT3 rev TGAAACATGGCAAACAGTAACCATTA 
NF1 fwd ATAAGGGAAACGGTTGTATGCATTTT 
60 °C 
NF1 rev TAAAAGGTTATCTGTGCTCGTAAACA 
 
 
Anhang 18: Sequenzen für ssODN-Korrektur  
Name Sequenz (5’3’)  
kRas 
 
mit silent mutations, XhoII cut 
site und gewünschter Mutation 
 
A TAT TAA AAC AAG ATT TAC CTC TAT TGT TGG ATC ATA TTC GTC CAC 
AAA ATG ATT CTG AAT TAG CTG TAT CGT CAA GGC ACT CTT GCC TAC 
GCC ATC GGC GCC TAC TAC TAC AAG TTT ATA TTC AGT CAT 
 
FLT3 
 
mit silent mutations und XhoII 
cut site 
 
AAC TGA CTC ATC ATT TCA TCT CTG AAG CAA TTT AGG TAT GAA AGC 
CAG CTA CAG ATG GTA CAG GTG ACA GGA TCT TCA GAT AAT GAG TAC 
TTC TAC GTT GAT TTC AGA GAA TAT GGC TCT TCA GAT AAT GAG TAC 
TTC TAC GTT GAT TTC AGA GAA TAT GAA TAT GAT CTC AAA TGG GAG 
TTT CCA AGA GAA AAT TTA  
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Anhang 19: Etablierung von Sekundärmutationen. (A) Die Polyacryamid-Gel-Bilder zeigen reprä-
sentative Ergebnisse des T7-Endonuklease-I-Assays von CD34+ HSPCs aus huCB, die mit sgRNAs 
für kRas (sgRNA1), FLT3 (sgRNA2) und NF1 (sgRNA1+2) sowie Cas9-Protein nukleofiziert wurden. 
Zellen, die nur mit Cas9-Protein behandelt wurden, dienten als jeweilige Kontrollen (ctrl). Die Menge 
an verdauten PCR-Produkten definierter Größe (base pairs, bp) repräsentiert die durch NHEJ ent-
standene fehlerhafte Reparatur der DSB und wurde mittels T7-Endonuklease-I-Assay und ImageJ 
quantifiziert. Schneideeffizienzen in %. (B) Die jeweiligen sgRNAs für KMT2A (MLL) und AFF1 (AF4) 
oder MLLT3 (AF9) wurden zur Translokationsinduktion entsprechend paarweise verwendet. Zusätzlich 
wurden die sgRNAs für NF1 entsprechend zugesetzt. Zellen, die nur mit Cas9-Protein behandelt wur-
den, dienten als Kontrolle (ctrl). Repräsentative Agarose-Gel-Bilder positiver PCR-Produkte definierter 
Größe (bp) für t(4;11) (MLL-AF4), t(9;11) (MLL-AF9) und NF1 von CD34+ HSPCs aus huCB an Tag 10 
sind gezeigt. Das NF1-PCR-Produkt wurde zusätzlich mit dem T7-Endonuklease-I-Assay untersucht 
(roter Pfeil). Schneideeffizienzen in %. (C) Die Proliferation t(9;11)-rearrangierter Zellen ohne (MLL-
AF9) und mit NF1-knock-out (MLL-AF9+NF1) und Kontrollzellen (ctrl), die nur mit Cas9-Protein be-
handelt wurden, wurde nach Translokationsidentifikation überwacht. Gezeigt sind die errechneten 
Gesamtzellzahlen repräsentativer Kulturen. (D) Das NF1-PCR-Produkt wurde über die Zeit in t(9;11)-
rearrangierten und in Kontrollzellen mit dem T7-Endonuklease-I-Assay überwacht. Eine Editierung 
persisitiert. 
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